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Zastosowanie n-wymiarowej macierzy
kropkowej do analizy
zmiennosci genetycznej roslin

Application of n-dimensional dot-matrix to analysis of plant genetic diversity

Celem pracy jest przedstawienie mozliwosci wykorzystania nowej metody do analizy zmienno$ci
genetycznej organizmow, w tym organizmow o znaczeniu przemystowym. Zaproponowana metoda
dziata na dwoch poziomach — na poziomie poréwnan aminokwas6w oraz na poziomie poréwnan ich
kodondw, tj. na poziomie kodu genetycznego. W pracy przedstawiono analiz¢ inhibitoréw proteinaz
z nasion dyniowatych oraz analiz¢ cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych. Ponadto, za pomoca
nowej metody dwupoziomowej analizy zmienno$ci genetycznej otrzymano wyniki, ktore
wykorzystano do interpretacji drzew filogenetycznych zbudowanych dla analizowanych sekwencji.

Stowa kluczowe: n-wymiarowa macierz kropkowa, statystyczna ocena przyroéwnan, transwersja,
tranzycja, zmienno$¢ genetyczna

The aim of this study is to present the possibilities of using a new method for genetic variability
analysis of organisms, including organisms of industrial use. The proposed method works at two levels
— at the amino-acid comparison level and at the amino-acid codon comparison level, i.e. at the genetic
code level. The paper presents analysis of proteinase inhibitors from squash seeds and analysis of
cytochrome ¢ of selected crops. Moreover, the results obtained using the new method of genetic
variability two-level analysis, have been used to interpret the phylogenetic trees constructed for the
analyzed sequences.

Key words: n-dimensional dot-matrix, statistical evaluation of alignments, transversion, transition,
genetic variation
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WSTEP

Przyczyna zmienno$ci genetycznej organizmoéw sg mutacje powodujagce zmiany
w sekwencjach DNA. Powstajace zroznicowanie genetyczne organizmow, w tym roslin
uprawnych, jest istotne m.in. dla odporno$ci danego gatunku na wirusy i bakterie. Ponadto,
stopien zmienno$ci genetycznej organizmoéw informuje o ich przeszio$ci. Zrozumienie
zmienno$ci genetycznej organizméw oraz ich metabolizmu stanowi podstawe
optymalnego zaprojektowania procesdéw biotechnologicznych (Kasperski i in., 2015). Ze
wzgledu na zlozonos$¢ obliczen, np. podczas oceny interakcji genotypu z biotycznymi i
antybiotycznymi czynnikami Srodowiska w trakcie trwania okresu wegetacji roslin, w
komputerowych analizach zmienno$ci czgsto wykorzystywane sa metody sztucznej
inteligencji, w tym sztuczne sieci neuronowe (Janaszek i in., 2011). Badanie zmienno$ci
genetycznej organizmoéw moze zosta¢c wykonane poprzez budowanie drzew
filogenetycznych, w ktorych dtugosci gatezi pokazujg rozmiar zmian genetycznych migdzy
poszczegblnymi taksonami. Analiza drzewa filogenetycznego pozwala poznad
pokrewienstwo pomiedzy organizmami oraz lepiej zrozumie¢ mechanizmy narastania
zmiennosci genetycznej. Do wygenerowania drzew filogenetycznych w komputerowych
implementacjach wykorzystywane sg metody tgczenia sasiadow (ang. Neighbor Joining,
NJ), maksymalnej wiarygodnosci (ang. Maximum Likelihood, ML), maksymalne;j
oszczednosci (ang. Maximum Parsimony, MP), wnioskowania Bayesowskiego (ang.
Bayesian Inference, BI) (Hall, 2008). Wygenerowanie drzewa filogenetycznego jedna
sposrod metod NJ, ML, MP, BI poprzedzone jest zawsze wzajemnym dopasowaniem
sekwencji. Wzajemne dopasowanie sekwencji moze zosta¢ wykonane z wykorzystaniem
roéznych algorytmoéw oraz ich komputerowych implementacji, np. Clustalw, MUSCLE,
ProbCons, T-Coffee. Wybor algorytmu decyduje o uzyskanym dopasowaniu oraz w kon-
sekwencji o dlugosciach gatezi i topologii drzewa filogenetycznego. Dopasowanie
sekwencji zalezy takze od ustawionych wartoéci parametréw, w wyniku czego mozemy
uzyskac wiele dopasowan dla r6znych algorytmoéow i dla réznych ustawien parametréw. Im
wieksza zmienno$¢ sekwencji, a w szczegolnosci im wigksza ilo$¢ insercji i delecji, tym
wigksza ilos¢ mozliwych dopasowan. Ilo$¢ mozliwych drzew filogenetycznych zalezy w
istotny sposob od ilosci sekwencji, np. dla 4 taksonow ilo§¢ mozliwych drzew
ukorzenionych jest rowna 15, a dla 50 taksonoéw ilos¢ mozliwych drzew ukorzenionych
jest wigksza od ilosci atomow we wszechswiecie. Teoretycznie wybor najlepszego drzewa
wymaga przeanalizowania kazdego z mozliwych drzew, co w praktyce jest zadaniem
niemozliwym do wykonania dla wigkszej ilosci sekwencji. W konsekwencji,
w praktycznych rozwigzaniach stosowane sa rézne heurystyki. Reasumujac, ze wzgledu na
ztozono$¢ zagadnienia doktadna rekonstrukcja zmienno$ci genetycznej organizmow
poprzez proby okreslenia rzeczywistych drzew filogenetycznych najczesciej nie jest
mozliwa. Powoduje to konieczno$¢ poszukiwania nowych metod, ktére pozwola na
wiarygodniejsze okreslenie zmiennos$ci genetycznej organizmow. Zaproponowana w tej
pracy metoda bazuje na metodzie macierzy kropkowej. Jedng z zalet metody macierzy
kropkowej jest mozliwo$¢ znalezienia wszystkich mozliwych podobienstw reszt
przyrownywanych sekwencji. Metoda ta posiada takze wady (Xiong, 2006): brak
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wiarygodnosci statystycznej oceny przyrownan, mozliwo$¢ wykonywania przyrownan
sekwencji tylko parami oraz konieczno$¢ ,,recznego” taczenia sgsiednich fragmentow
identyczno$ci. W niniejszej pracy, poprzez implementacje nowej metody pokazano, w jaki
sposob mozna wyeliminowaé te ograniczenia i uzyska¢ w pelni funkcjonalng
n-wymiarowg metod¢ macierzy kropkowej, ktora posiada statystyczng oceng uzyskanych
fragmentow identycznosci oraz umozliwia automatyczne taczenie sgsiednich fragmentoéw
identyczno$ci.

MATERIAL I METODY

Przedstawione w pracy wyniki analizy zostaly wykonane dla sekwencji inhibitoréw
proteinaz z nasion dyniowatych oraz sekwencji cytochromu c wybranych roslin
uprawnych. Sekwencje zostaty pobrane z wykorzystaniem serwisow internetowych Protein
Blast i NCBI oraz informacji zawartych w literaturze (m.in. Leluk, 2000 a) i sg dostepne
pod adresem http://www.uz.zgora.pl/~akaspers/pliki/Zakopane2015/sekwencje.txt.

Wzajemne dopasowanie sekwencji zostalo wykonane z wykorzystaniem programu
ClustalW (Dereeper i in., 2008; Thompson i in., 1994). Drzewa filogenetyczne zbudowano
metoda maksymalnej wiarygodnosci (ang. Maximum Likelihood, ML), wykorzystujac
program MEGAG6 (Tamura i in., 2013). Inne, wazniejsze metody tworzenia drzew
filogenetycznych (w tym metoda ML) zostaty szczegdtowo opisane np. w ksigzce ,,Latwe
drzewa filogenetyczne” (Hall, 2008). Do szacowania wiarygodno$ci drzew
filogenetycznych wykorzystano metod¢ samoprobkowania (ang. bootstrap) dla ilosci
replikacji rownej 500.

Algorytm nowej metody dwupoziomowej analizy zmienno$ci genetycznej organizmow
zostal zaimplementowany w jezyku C# w programie dotPicker dziatajgcym pod systemem
operacyjnym  Windows. Program dotPicker jest dostgpny pod adresem
http://www.uz.zgora.pl/~akaspers/others.html. Algorytm zaproponowanej metody jest
rozszerzeniem metody macierzy kropkowej (ang. dot-matrix method) o mozliwo$¢ m.in.
wyszukiwania podobienstw dla wigcej niz dwoch sekwencji. Czyszczenie macierzy
kropkowej zostato wykonane dla wielko$ci okna (ang. window size) réwnej 100 i progu
identyczno$ci (ang. identity threshold) réwnego 10 (Kasperski i Kasperska, 2014).
Algorytm n-wymiarowej macierzy kropkowej jest powtarzany dla kazdej z sekwencji
ustawionej jako pierwsza i pozostatych sekwencji ustawionych w kolejnosci alfabetycznej
(Kasperski 1 Kasperska, 2012). Wspotrzedne uzyskanych fragmentow identyczno$ci po
kazdym kroku algorytmu sg zapamigtywane, co umozliwia automatyczne wykrycie i
potaczenie sasiednich fragmentéw identycznosci.

Nowa metoda wykorzystuje podejScie semihomologiczne (ang. semihomology
approach), ktére polega na wykrywaniu mutacji jednopunktowych (tj. tranzycji i trans-
wersji) w kodonach poréwnywanych aminokwaséw (Leluk, 1998, 2000 a, 2000 b; Leluk
i in., 2001, 2003). W podejsciu semihomologicznym wykorzystywany jest trojwymiarowy
diagram relacji genetycznych wystepujacych pomigdzy aminokwasami (Leluk i in., 2003).
Podejsécie to umozliwia okre$lenie mozliwych mechanizméw zmiennosci i przebiegu
zmiennos$ci ewolucyjnej (Kuska i in., 2005).

71


http://www.uz.zgora.pl/%7Eakaspers/pliki/Zakopane2015/sekwencje.txt
http://www.wmie.uz.zgora.pl/%7Eakaspers/others.html

Andrzej Kasperski ...

Kolejne etapy dziatania algorytmu nowej metody sg nastgpujace:
a) w pierwszym kroku algorytmu pierwsza sekwencja (ze zbioru rozpatrywanych
sekwencji) jest odktadana na osi Y macierzy, a druga sekwencja (ze zbioru rozpatrywanych
sekwencji) jest odktadana na osi X. Uruchamiana jest standardowa metoda macierzy
kropkowej z dodatkowym wykrywaniem pozycji semihomologicznych (tj. tranzycji i
transwersji), w wyniku ktérej otrzymujemy zbiér fragmentow identycznosci;
b) w drugim kroku trzecia sekwencja (ze zbioru rozpatrywanych sekwencji) jest odktadana
na osi X macierzy. Standardowa metoda macierzy kropkowej z wykrywaniem pozycji
semihomologicznych jest powtarzana dla kazdego otrzymanego w pierwszym kroku
fragmentu identycznosci odktadanego kolejno na osi Y. W rezultacie otrzymujemy
zmodyfikowany zbior fragmentéw identycznosci;
c) w ostatnim kroku ostatnia sekwencja (ze zbioru rozpatrywanych sekwencji) jest
odktadana na osi X macierzy. Standardowa metoda macierzy kropkowej z wykrywaniem
pozycji semihomologicznych jest powtarzana dla kazdego otrzymanego w przedostatnim
kroku fragmentu identycznos$ci odktadanego kolejno na osi Y. W rezultacie otrzymujemy
zmodyfikowany zbidr fragmentéw identycznosci bedacy wynikowym zbiorem
fragmentow identyczno$ci dla danej sekwencji ustawionej jako pierwsza,
d) z wynikowego zbioru fragmentow identycznosci (tj. zbioru fragmentow identycznosci
okreslonego w punkcie ¢) wybierany jest najlepszy fragment identyczno$ci (zgodnie ze
stosowang w tej pracy oceng fragmentu identycznosci);
e) powyzszy algorytm jest powtarzany dla kazdej sekwencji (ze zbioru rozpatrywanych
sekwencji) odktadanej jako pierwsza na osi Y macierzy.

Stosowana w tej pracy ocena fragmentu identycznosci polega na okresleniu ilo$ci
pozycji dla otrzymanego fragmentu identycznosci:
a) pozycji konserwatywnych typu:

"R" — w danej pozycji wystgpuja te same aminokwasy,

"+" — wystepuje co najmniej 80% poréwnan tych samych aminokwasow,
b) pozycji semikonserwatywnych typu:

"#" — w danej pozycji wystepuja tylko poréwnania tych samych aminokwasow

i tranzycje,

"@"— wystepuja tylko porownania tych samych aminokwasow, tranzycie

i transwersje,

"$" — wystepujg tylko pordwnania tych samych aminokwasow i transwersje,

"*"' — wystepuje co najmniej 80% porownan tych samych aminokwasow, tranzycje

i transwersji w danej pozycji.

"-" — oznacza pozostate pozycje z dwupunktowymi lub trojpunktowymi mutacjami.

Najlepsza ocena fragmentu identycznosci oznacza kolejno najwicksza liczbe pozycji
konserwatywnych (tj. najwigcksza sume pozycji "R" i "+") oraz najwigksza liczbe pozycji
semikonserwatywnych (tj. najwieksza sume pozycji "#", "@", "$" i "*").

Statystyczng ocen¢ przyréwnan uzyskano poprzez obliczanie wspotczynnika Pa, dla
kazdego otrzymanego fragmentu identycznosci. Wspotczynnik Pa, obliczany byt wedlug
wzoru (Kasperski i Kasperska, 2012):
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gdzie:

x = 20 dla sekwencji aminokwasowych,
n — dlugos¢ fragmentu identycznosci,
a — ilos¢ identycznych pozycji.

Wartos¢ wspotczynnika Pan przyjmuje wartosci z przedziatu [0, 1] i informuje o loso-
wosci danego przyrownania. Warto$¢ Pasn = 1 oznacza, Ze przyrownanie jest calkowicie
losowe, tzn., ze otrzymany fragment identycznosci jest catkowicie losowy. Wartos$¢ Pan = 0
oznacza, ze przyrownanie jest calkowicie nielosowe, tzn., Ze otrzymany fragment
identyczno$ci jest calkowicie nielosowy. Warto§¢ wspotczynnika Pan moze zostac
obliczona np. z wykorzystaniem programu dotPicker po wybraniu opcji Tools -> Analyser.
Na rysunku 1 zostata przedstawiona przyktadowa zalezno$¢ wspotczynnika Pan od ilosci
identycznych pozycji (tj. pozycji ”a”) dla fragmentu identycznosci o dhugosci n = 100.
Zgodnie z rysunkiem 1 wzrost ilosci identycznych pozycji powoduje zmniejszanie si¢
wspotczynnika Pan, co Swiadczy o zmniejszaniu si¢ losowosci przyrownania wraz ze
wzrostem ilosci identycznych pozycji w danym przyréwnaniu.

1
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0,7 R Y
0,6 \
Pan 0,5
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Rys. 1. Przykladowa zalezno$¢ wspélczynnika Pan od ilo$ci identycznych pozycji
Fig. 1. The exemplary dependence of the Pan factor on the number of identical positions

OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

W pracy zostang zaprezentowane wyniki analizy inhibitorow proteinaz z nasion
dyniowatych oraz cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych.
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Badanie zmiennoSci proteinaz z nasion dyniowatych
Analize zmiennosci genetycznej proteinaz z nasion dyniowatych rozpoczeto od obliczenia
logarytmu wiarygodnosci drzew zbudowanych metodg ML (maksymalnej wiarygodnosci,
ang. Maximum Likelihood) dla tych sekwencji i roznych modeli substytucji aminokwasow
(tab. 1). Metoda ML jest metoda statystyczng, umozliwiajaca okreslenie drzewa, ktorego
wiarygodnos¢ jest najwieksza (Higgs i Attwood, 2005). Najbardziej wiarygodne drzewo (o
najwickszej wartosci logarytmu wiarygodnos$ci) otrzymano dla modelu WAG (tab. 1).

Tabela 1
Logarytmy wiarygodnosci drzew ML dla proteinaz z nasion dyniowatych
Logarithms of ML tree likelihoods for proteinase inhibitors from squash seeds

Model substytucji aminokwasow Logarytm wiarygodnosci drzewa
Amino-acid substitution model Logarithm of tree likelihood
Dayhoffa -320,29
JTT -321,59
LG -328,65
Poissona -344,29
WAG -320,14

LEF I
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MCEL_II
MCEL_|

93 |MCELIN

MCEI_IV

71 mcaTLI
CMeTl B
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HMTI
CMeTl A
a7 T

Rys. 2. Drzewo ML dla inhibitoréw proteinaz z nasion dyniowatych, otrzymane dla modelu WAG
substytucji aminokwaséw
Fig. 2. ML tree for proteinase inhibitors from squash seeds, obtained for the amino-acid substitution
WAG model

Drzewo to zostalo przedstawione na rysunku 2. W drzewie ML wiarygodnosci kladow,
zawierajacych sekwencje potozone najblizej korzenia (tj. sekwencje SATI 111 SATI III),
wynosza odpowiednio: 94%, 35% i 10% (rys. 2). Nie ma reguly, ktora okreslataby
minimalng warto$¢ okreslong metoda samoprobkowania, aby uzna¢ wezet za wiarygodny.

—
0.1
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W praktyce przyjmuje si¢, ze taka minimalng warto$cig wiarygodnosci jest 70% (Higgs
i Attwood, 2005). Z tego powodu okre$lenie na podstawie rysunku 2, ktdre sekwencje
W rzeczywistosci leza najblizej korzenia, wymaga dodatkowego sprawdzenia. Uzyskane
wyniki sprawdzono wykonujac dwupoziomowa analiz¢ zmienno$ci genetycznej organi-
zmow. Ustawiajac kazdg z sekwencji jako pierwsza otrzymano fragmenty identyczno$ci
oraz ich oceny, ktore zostaly przedstawione na rysunku 3.

sekwencja ustawiona ocena fragmentu

jako pierwsza fragment identycznosci identycznosci

[ R/Z+/#/0/$/7*/-]
SATI_I1 CP@1-+-C**+-DC@-@CA@C---G*CG [11/2/0/4/0/3/7]
SATIL_I11 CP@1-+-C**+-DC@-@CA@C---G*CG [11/2/0/4/0/3/7]
SATI_I CP@1-+-C**+-DC@-@C-C-*-G*CG [11/2/0/3/0/4/7]
LA_I1 CP@I1-+-C*-+-DC@*@CA@C---G-CG [11/2/0/4/0/2/8]
LA_I CP@I1-+-C--+-DC**@CAC---G*CG [11/2/0/3/0/3/8]
CMeTI1_B CP@1-+*C*-+-DC@--C-C--*G*CG [11/2/0/2/0/4/8]
HMTI CP@1-+*C*-+-DC@--C-C--*G*CG [11/2/0/2/0/4/8]
MR1 CP@1-+-C**+-DC@--C-C---G*CG [11/2/0/2/0/3/9]
MCEI_I CP*1-+-C**+-DC@--C@C---G-CG [11/2/0/2/0/3/9]
MCEIL_I1 CP*1-+-C**+-DC@--C@C---G-CG [11/2/0/2/0/3/9]
MCEL_I11 CP*1-+-C**+-DC@--C@C---G-CG [11/2/0/2/0/3/9]
MCEL_IV CP*1-+-C**+-DC@--C@C---G-CG [11/2/0/2/0/3/9]
CMeTI_A CP@I1-+-C*-+-DC*--C-C--*G*CG [11/2/0/1/0/4/9]
LLTI_I CP@1-+-C*-+-DC@--C-C---G-CG [11/2/0/2/0/1/11]
LLTI_11 CP@1-+-C*-+-DC@--C-C---G-CG [11/2/0/2/0/1/11]
LLTI_111 CP@1-+-C*-+-DC@--C-C---G-CG [11/2/0/2/0/1/11]
MCoTI_11 CP-1-$*C@*+-DC**-C@C-**G*CG [11/1/70/2/1/77/5]
MCoTI_1I CP-1---C@*+-DC**-C@C-**G*CG [11/1/0/2/0/6/7]
TTL_1I CP@I1-+-C*-#-DC@--C-C--*G*CG [11/1/1/2/0/3/9]
TTL_I1 CP@I1-+-C*-#-DC@--C-C--*G*CG [11/1/1/2/0/3/9]

Rys. 3. Analiza inhibitoréw proteinaz z nasion dyniowatych dla kazdej sekwencji ustawionej jako
pierwsza
Fig. 3. Analysis of proteinase inhibitors from squash seeds for each sequence put as a first one

Najlepsza ocen¢ otrzymanych fragmentéw identycznos$ci uzyskano dla sekwencji
SATI_II i SATI_II ustawionych jako pierwsze. Najlepsza ocena moze $wiadczy¢ o tym,
ze sekwencje SATI II i SATI III najmniej zmutowaly podczas ewolucji w stosunku
do pozostatych sekwencji i dlatego ich umieszczenie najblizej korzenia drzewa jest
uzasadnione. Z rysunku 3 wynika takze, ze najwicksza roznicg w stosunku do pozostatych
sekwencji wykazuja sekwencje TTIL I i TTL II, tzn. te sekwencje powinny by¢
umiejscowione w duzej odleglosci od korzenia drzewa, co jest zgodne z wynikami
przedstawionymi na rysunku 2.

Na rysunku 4 przestawiono przykltadowa analiz¢ inhibitor6w proteinaz z nasion
dyniowatych dla sekwencji SATI_II ustawionej jako pierwsza. Wynikowy fragment
identycznosci CP@I-+-C**+-DC@-@C@C---G*CG jest ,,zawieszony” w 20-wymiarowej
przestrzeni sekwencji. W pozycji 10 uzyskano "@", poniewaz w tej pozycji istnieje 13
homologii (poréwnania R z R), 4 transwersje (poréwnania R z L), dwie tranzycje (poréwnania
R z K). W pozycji 13 uzyskano "+", poniewaz w tej pozycji istnieje ponad 80% homologii

75



Andrzej Kasperski ...

(porownan M z M). W pozycji 16 uzyskano "*", poniewaz w tej pozycji istnieje 15 homologii
(poréwnania K z K), jedna transwersja (poréwnanie K z Q), dwie tranzycje (poréwnania K z
R), jedna mutacja dwupunktowa (poréwnanie K z S).

12345678901234567890123456789012345

SATI_I1 -——-GRICPRILMECKRDSDCLAECICQ-SGYCG-
CMeTL A === GICPRILMPCKTDDDCMLDCRCLSNGYCG-
CMeTt B  ———— VGCPRILMKCKTDRDCLTGCTCKRNGYCG-
HMT:E e VGCPRILMKCKTDDDCLLGCKCLSNGYCG-
LAy e 1CPRILMECSHDSDCFGECICLSSGYCG-
LA 1 e IRCPRIYMECKHDSDCLGECICLESGFCG-
LLTI_I —-——-ERRCPRI'YMECKHDSDCLADCVCLEHGICGG
I I I RRCPR1YMECKHDSDCLADCVCLEHGICG-
LLTI_I111 —-——-ERRCPRI'YMECKHDSDCLADCVCLEHGICG-
MCEI_Y = RICPLIWMECKRDSDCLAQCIC-VDGHCG-
MCEI_ID e RICPLIWMECKRDSDCLAQCIC-VDGHCG-
MCEI_I11 -—-EERICPLIWMECKRDSDCLAQCIC-VDGHCG-
MCEI_IV -—-EEERICPLIWMECKRDSDCLAQCIC-VDGHCG-
MCoTI_1I SGSDGGVCPKILQRCRRDSDCPGACICRGNGYCG-
MCoTI_I1 SGSDGGVCPKILKKCRRDSDCPGACICRGNGYCG-
MR e GICPRILMECKRDSDCLAQCVCKRQGYCG-
SATL.L ———— RVCPRILMRCKRDSDCLAECTCQGSGYCG-
SATI_I11 -—-ERGRICPRILMECKRDSDCLAECICQ-SGYCG-
T e CPRILMPCKVNDDCLRGCKCLSNGYCG-
T e CPRILMPCQVNDDCLRGCKCLSNGYCG-
uzyskany fragment CP@I1-+-C**+-DC@-@C@C---G*CG

identycznosci

Rys. 4. Przykladowa analiza inhibitorow proteinaz z nasion dyniowatych dla sekwencji SATI_I1
ustawionej jako pierwsza
Fig. 4. Exemplary analysis of proteinase inhibitors from squash seeds for the SATI_II sequence put as
a first one

Dynamika zmienno$ci proteinaz z nasion dyniowatych zostata przedstawiona
narysunku 5. Stosunkowo nieduza (ponizej 50%) ilo§¢ pozycji konserwatywnych
(tj. pozycji typu "R"i"+") oraz duzy zakres zmian (od ok. 10% do ok. 40%) pozycji
semikonserwatywnych (tj. pozycji typu "#", "@", "$" i "*") i pozycji Minus ("-") $wiadcza
o duzej zmiennosci proteinaz z nasion dyniowatych. Jest to wynik zgodny z wynikiem
uzyskanym dla drzewa filogenetycznego (rys. 2), dla ktorego otrzymane dystanse
ewolucyjne sg rowniez duze (skala drzewa filogenetycznego rowna 0,1).
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Rys. 5. Dynamika zmienno$ci inhibitoréw proteinaz z nasion dyniowatych rozpatrywana na dwéch

poziomach

Poziom I: pozycje konserwatywne [%] = 100*("R"+"+")/ilo$¢ pozycji
Poziom II: pozycje semikonserwatywne [%] = 100*("#"+"@"+"$"+"*")/ilo§¢ pozycji
Pozycje minus [%] = 100*("-")/ ilo§¢ pozycji

Fig. 5. Variability dynamics of proteinase inhibitors from squash seeds considered at two levels
Level I: conservative positions [%] = 100*("R"+"+")/ number of positions

Level 11: semiconservative positions [%] = 100*("#"+"@"+"$"+"*")/ number of positions
Minus positions [%] = 100*(*-")/ number of positions

SATI_I11
SATI_I
MRI

LA_1
MCEI_1
MCEI_I1
MCEI_I11
MCEI_IV
LA 11
LLTI 1
LLTI_11
LLTI_I11
MCoT1_I1
MCoTI1_1
CMeTI_B
HMT1
CMeT1_A
TTI_1
TTI_I11

Rys. 6. Analiza inhibitoréw proteinaz z nasion dyniowatych dla poréwnania kazdej sekwencji
z sekwencja SATI_II. Wspélezynnik Pan okresla statystyczna ocene uzyskanych przyréwnan

GRICPRILMECKRDSDCLAECICQ-SGYCG
R#CPR I LM-CKRDSDCLAEC#CQ-SGYCG
ICPRILMECKRDSDCLA$C#C$--GYCG
ICPRILMEC-#DSDC$$ECIC$-SGYCG
RICP$1$MECKRDSDCLASCIC---G#CG
RICP$I1$MECKRDSDCLASCIC---G#CG
RICP$I1$MECKRDSDCLASCIC---G#CG
RICP$1$MECKRDSDCLASCIC---G#CG
CPRI-MECK#DSDCL$ECIC$-SG$CG
R$CPRI-MECK#DSDCLASC#C$--G-CG
R$CPRI-MECK#DSDCLASC#CS--G-CG
R$CPRI-MECK#DSDCLASC#CS--G-CG
GH#CP#1 L$#CHRDSDC#SSC I CH-#GYCG
GH#CP#1L--C#RDSDC#$S$C I C#-#GYCG
CPRILM#CK$DSDCLA#CHCS-#CYCG
CPRILM#CK$D-DCL-#C$C$-#GYCG
ICPRILM-CK$D-DCH-$CHCH-#GYCG
CPRILM-CK-#-DCL-#C$C$-#GYCG
CPRILM-C$-#-DCL-#C$C$-#GYCG

[ R/+/#107$7%/-]
[29/0/0/0/0/0/1]
[25/0/2/0/0/0/2]
[23/0/1/0/2/0/2]
[22/0/1/0/3/0/2]
[22/0/1/0/3/0/3]
[22/0/1/0/3/0/3]
[22/0/1/0/3/0/3]
[22/0/1/0/3/0/3]
[21/0/1/0/3/0/2]
[20/0/2/0/3/0/4]
[20/0/2/0/3/0/4]
[20/0/2/0/3/0/4]
[18/0/8/0/3/0/1]
[18/0/7/0/2/0/3]
[18/0/5/0/3/0/1]~
[18/0/3/0/3/0/3]
[18/0/1/0/5/0/4]
[17/0/3/0/2/0/5]
[16/0/3/0/3/0/5]

Pan

6.67E-37
7.40E-29
1.18E-25
8.65E-24
3.36E-23
3.36E-23
3.36E-23
3.36E-23
1.38E-22
7.84E-20
7.84E-20
7.84E-20

GQWEFEFENDN

-32E-16
-32E-16
.52E-17
.52E-17
-98E-17
.21E-16

1.54E-14

Fig. 6. Analysis of proteinase inhibitors from squash seeds for comparison of each sequence with the
SATI_II sequence. The Pan factor determines the statistical evaluation of the alignments
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Dodatkowe sprawdzenie wykonano dla jednej z sekwencji uznawanej za najblizej
polozong od korzenia, tj. porownujac sekwencj¢ SATI II po kolei ze wszystkimi
pozostaltymi sekwencjami. Na rysunku 6 przedstawiono wyniki poréwnania, w kolejnosci
od wyniku majacego ocene najlepsza do wyniku o najgorszej ocenie. Najmniejszy dystans
od sekwencji SATI_II, przy zastosowaniu hipotezy jednopunktowej mutacji, uzyskano dla
sekwencji SATI_III, SATI 11 MRI, co jest zgodne rowniez z rysunkiem 2. Ponadto, wyniki
przedstawione na rysunku 6 pokazujg duzg zgodno$¢ zaproponowanego sposobu oceny
fragmentow identyczno$ci (wartosci podane w nawiasie kwadratowym) z warto$cig
wspotczynnika Pa,, ktory okresla ich statystyczng oceng. Zwigkszenie zmienno$ci
poszczegblnych sekwencji w stosunku do sekwencji SATI_Il powoduje zwigkszenie
wspotczynnika Pa, (wWyjatek stanowi pozycja oznaczona za pomocg znaku "~").

Badanie zmiennosci wybranych ro§lin uprawnych na podstawie analizy

cytochromu c

Analiz¢ zmiennosci genetycznej wybranych roslin uprawnych rozpoczgto od obliczenia
logarytmu wiarygodnos$ci drzew zbudowanych metoda ML dla cytochromu c i r6znych
modeli substytucji aminokwasow (tab. 2).

Tabela 2
Logarytmy wiarygodnosci drzew ML dla cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych
Logarithms of ML tree likelihoods for cytochrome c of selected crops

Model substytucji aminokwasow Logarytm wiarygodnosci drzewa
Amino-acid substitution model Logarithm of tree likelihood
Dayhoffa -637,77
JTT -647,19
LG -658,64
Poissona -703,36
WAG -648,84

Najbardziej wiarygodne drzewo (o najwigkszej warto$ci logarytmu wiarygodnos$ci)
otrzymano dla modelu Dayhoffa (tab. 2). Drzewo to zostato przedstawione na rysunku 7.
Z tabeli 2 i rysunku 7 wynika, ze zarowno logarytm wiarygodnosci otrzymanego drzewa,
jak 1 wiarygodnos$¢ poszczegolnych kladow sa stosunkowo mate. Malg wiarygodnosé
kladow (tj. ponizej 50%) dla cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych uzyskiwano
zarowno dla modelu Dayhoffa, jak i innych modeli substytucji aminokwasow (tj. dla
modeli JTT, LG, Poissona, WAG) oraz dla wigkszych ilosci powtdrzen réwnej 2000 w
metodzie samoprobkowania. Mata wiarygodno$¢ kladow powoduje koniecznosé
dodatkowego sprawdzenia uzyskanych wynikow. Sprawdzenie wynikéw wykonano
wykonujac dwupoziomowg analiz¢ zmienno$ci genetycznej organizmow.

Ustawiajac kazdg z sekwencji jako pierwsza otrzymano fragmenty identycznosSci
0 ocenach przedstawionych na rysunku 8. Rysunek 8 pokazuje, ze podobienstwo pomigdzy
sekwencjami jest duze, tzn. ilo$¢ pozycji konserwatywnych ("R", "+") jest znacznie
wigksza od ilosci pozycji "-", dla kazdej sekwencji ustawionej jako pierwsza. Mozna
réwniez zauwazy¢, ze ilo$¢ pozycji "$", jest wicksza od ilo$ci pozycji "#". Ponadto, ilo$¢
pozycji "*" jest wigksza zarowno od ilosci pozycji "$" (dla Pastinaca sativa rowna), jak i
pozycji "@" (dla Oryza sativa réwna).
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Cucurbita maxima

Oryza sativa
Medicago truncatula
331 Sesamum indicum
Abutilon theophrasti

Theobroma cacao

Solanum tuberosum

Ricinus communis

29! Solanum lycopersicum

Cannabis sativa

Allium ampeloprasum
Vigna radiata var radiata

Fagopyrum esculentum
Helianthus annuus
Tropaeolum majus

Zea mays

Brassica napus

Triticum aestivum

Pastinaca sativa
Spinacia oleracea

i
0.0z

Rys. 7. Drzewo ML dla cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych, otrzymane dla modelu Dayhoffa
substytucji aminokwasoéw
Fig. 7. ML tree for cytochrome c of selected crops, obtained for the amino-acid substitution Dayhoff’s

model

[ R/ +/#/0/%/*/-]
Cucurbita maxima [71/19/0/4/1/5/8]
Sesamum indicum [71/19/0/2/2/6/8]
Brassica napus [71/19/0/3/2/4/9]
Abutilon theophrasti [71/19/0/3/2/4/9]
Ricinus communis [71/19/0/2/3/4/9]
Theobroma cacao [71/718/1/3/2/5/8]
Vigna radiata var radiata [71/18/0/2/3/6/8]
Medicago truncatula [71/718/1/1/2/6/9]
Solanum lycopersicum [71/18/0/2/3/5/9]
Fagopyrum esculentum [71/18/0/2/3/5/9]
Triticum aestivum [71/18/0/2/2/4/11]
Pastinaca sativa [71/718/0/1/2/2/14]
Helianthus annuus [71/17/0/2/4/6/8]
Tropaeolum majus [71/17/0/2/3/6/9]
Solanum tuberosum [71/17/0/2/3/5/10]
Allium ampeloprasum [71/17/1/1/3/74/11]
Zea mays [71/17/0/3/72/4/11]
Cannabis sativa [71/17/0/2/3/4/11]
Spinacia oleracea [71/716/2/1/3/74/11]
Oryza sativa [71/10/1/4/3/4/15]

Rys. 8. Analiza cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych dla kazdej sekwencji ustawionej jako

pierwsza

Fig. 8. Analysis of cytochrome c of selected crops for each sequence put as a first one
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Rys. 9. Dynamika zmiennosci wybranych roslin uprawnych na podstawie analizy cytochromu c
rozpatrywana na dwoch poziomach
Poziom I: pozycje konserwatywne [%] = 100*("R"+"+")/ilo$¢ pozycji
Poziom II: pozycje semikonserwatywne [%] = 100*("#"+"@"+"$"+"*")/ilo$¢ pozycji
Pozycje minus [%] = 100*("-")/ ilo§¢ pozycji
Fig. 9. Variability dynamics of selected crops based on the analysis of cytochrome ¢ considered at two
levels
Level I: conservative positions [%] = 100*("R"+"+")/number of positions
Level 11: semiconservative positions [%] = 100*("#"+"@"+"$"+"*")/ number of positions
Minus positions [%] = 100*("-")/ number of positions

Dynamika zmienno$ci wybranych roslin uprawnych, okreslona na podstawie analizy
cytochromu c, zostata przedstawiona na rysunku 9. Duza ilo$¢ (powyzej 70%) pozycji
konserwatywnych (tj. pozycji "R" i "+") oraz stosunkowo mata (ponizej 15%) ilos¢ pozycji
semikonserwatywnych (tj. pozycji typu "#", "@", "$" i "*") i pozycji Minus ("-") moga
swiadczy¢ o matej zmiennos$ci cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych. Jest to wynik
zgodny z wynikiem otrzymanym dla drzewa filogenetycznego (rys. 7), dla ktérego
otrzymane dystanse ewolucyjne sg rowniez mate (skala drzewa filogenetycznego réwna
0,02).

Dodatkowe sprawdzenie wykonano porownujac sekwencj¢ Bassica napus (ktora mozna
uznac¢ za lezaca najblizej korzenia na podstawie rysunkow 7 i 8) po kolei ze wszystkimi

80



Andrzej Kasperski ...

sekwencjami. Uporzadkowane wyniki poréwnania, od oceny najlepszej do najgorszej,
przedstawiono na rysunku 10. Dla tej analizy ilo$¢ transwersji (tj. pozycji "$") przy
poréwnaniu kazdej sekwencji z sekwencjg Brassica napus jest zazwyczaj wieksza
(z trzema wyjatkami dla Pastinaca sativa, Cucurbita Maxima i Oryza sativa) od ilosci
tranzycji (tj. pozycji "#"). Najmniejszy dystans od sekwencji Bassica napus przy
zastosowaniu hipotezy jednopunktowej mutacji uzyskano dla sekwencji Cucurbita
maxima, co jest zgodne z wynikiem przedstawionym na rysunku 8. Rysunki 8 i 10
potwierdzaja takze duza odlegtos¢ sekwencji Oryza sativa i Spinacia oleracea od korzenia
drzewa. Ponadto, wyniki przedstawione na rysunku 10 pokazuja duzg zgodno$é
zaproponowanego sposobu oceny fragmentow identycznosci (wartosci podane w nawiasie
kwadratowym) z warto$cig wspotczynnika Pan, ktory okreSla ich statystyczng oceng.
Zwigkszenie zmiennosci poszczegodlnych sekwencji w stosunku do sekwencji Brassica
napus powoduje zwigkszenie wspotczynnika Pan (z jednym wyjatkiem, ktory oznaczono za
pomoca znaku "~").

[ R/+/#/0/3/7*%/-] Pan
Cucurbita maxima [108/0/1/0/1/0/2] 1.57E-134
Vigna radiata var radiata [106/0/1/0/3/0/2] 2.18E-129
Zea mays [103/0/1/0/4/0/4] 3.44E-122
Solanum lycopersicum [102/0/3/0/5/0/2] 6.74E-120
Solanum tuberosum [102/0/3/0/4/0/3] 6.74E-120
Triticum aestivum [102/0/2/0/3/0/4]~ 6.33E-121
Ricinus communis [101/0/1/0/4/0/6] 1.19E-117
Theobroma cacao [100/0/1/0/8/0/1] 2.23E-117
Tropaeolum majus [100/0/2/0/5/0/5] 1.90E-115
Sesamum indicum [100/0/1/0/5/0/6] 1.90E-115
Medicago truncatula [ 99/0/2/0/7/0/2] 3.86E-115
Abutilon theophrasti [ 99/0/1/0/6/0/6] 2.78E-113
Helianthus annuus [ 98/70/2/0/8/0/2] 6.06E-113
Fagopyrum esculentum [ 98/70/1/0/7/0/5] 4 _91E-112
Cannabis sativa [ 98/70/2/0/3/0/9] 3.74E-111
Pastinaca sativa [ 97/0/3/0/2/0/10] 4.64E-109
Allium ampeloprasum [ 96/0/1/0/6/0/9] 5.35E-107
Spinacia oleracea [ 95/0/3/0/5/0/8] 9.17E-106
Oryza sativa [ 92/0/3/0/3/0/13] 9.00E-100

Rys. 10. Analiza cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych dla poréwnania kazdej sekwencji
z sekwencja Brassica napus. Wspéltczynnik Pan okresla statystyczna ocene uzyskanych przyréwnan
Fig. 10. Analysis of cytochrome c of selected crops for comparison of each sequence with the Brassica
napus sequence. The Pan factor determines the statistical evaluation of the alignments

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

W pracy przedstawiono analize zmiennos$ci genetycznej wybranych organizmow
za pomoca nowej metody. W przedstawionej metodzie porownywanie sekwencji nastepuje
na poziomie aminokwasowym i w przypadku, gdy porownywane aminokwasy sg rozne
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nastepuje automatyczna zmiana poziomu i poréwnanie danych aminokwaséw jest
wykonywane na poziomie ich kodondw. Implementacja nowej metody wskazuje
na mozliwosci usunigcia ograniczen standardowej metody macierzy kropkowej poprzez:
a) wprowadzenie sposobu oceny otrzymanych fragmentéw identycznosci, ktory jest
zgodny ze statystyczng oceng przyrownan, okreslong przez wspotczynnik Pan,
b) zaproponowanie algorytmu n-wymiarowej macierzy kropkowej, ktory rozszerza
mozliwosci standardowej metody macierzy kropkowej o mozliwo$¢ przyroOwnania
dowolnej ilosci sekwencji oraz uwzglednienie podejscia semihomologicznego,
C) zapamietywanie w czasie obliczen wspotrzednych odnalezionych fragmentow
identyczno$ci, co umozliwia automatyczne wykrycie i taczenie sgsiednich fragmentdéw
identyczno$ci. Metoda poprawnie dziata zaréwno dla duzych zbioréw sekwencji, jak i dla
zbiorow sekwencji o niewysokim stopniu podobienstwa. Dla sekwencji o niewysokim
stopniu podobienstwa ilo§¢ fragmentow identycznosci, otrzymywanych po kazdym z eta-
poéw dziatania algorytmu, moze szybko male¢. W przypadku, gdy ilo$¢ fragmentow
identyczno$ci zmaleje do zera, konieczna moze by¢ m.in. zmiana warto$ci parametrow, tj.
zwickszenie wielko$ci okna i/lub zmniejszenie progu identycznosci w celu zwigkszenia
iloéci otrzymywanych fragmentoéw identycznosci. W przypadku duzych zbioréw sekwencji
(4. powyzej 50) konieczne moze by¢ rowniez podzielenie wejsciowego zbioru sekwencji
na mniejsze podzbiory i rozpatrywanie kazdego podzbioru osobno. W przypadku zbiorow
sekwencji o duzym stopniu podobienstwa ilos¢ otrzymywanych fragmentdéw identycznosci
po kazdym z etapoéw dziatania algorytmu moze by¢ bardzo duza (np. kilkaset), przez co
czas obliczen moze by¢ dtugi. W takim przypadku konieczne moze by¢ m.in. zmniejszenie
wielkosci okna i/lub zwiekszenie progu identycznosci wcelu redukcji ilosci
otrzymywanych fragmentéw identycznosci. Zastosowanie dwupoziomowej analizy
zmienno$ci genetycznej organizmow ulatwia zrozumienie i interpretacje wynikow,
szczegoblnie interpretacj¢ zmian na poszczegoélnych pozycjach oraz ocene¢ otrzymanych
fragmentow identyczno$ci w kontekscie jednopunktowej mutacji. Zaproponowany sposob
okreslenia charakterystyki zmian (rys. 5 1 9) pozwolil na oceng dynamiki zmian inhibitoréw
proteinaz z nasion dyniowatych (duza zmiennos$¢) oraz sekwencji cytochromu ¢ wybranych
ro$lin uprawnych (mata zmienno$¢). Dynamiki zmian okre§lone za pomocg przedstawione;j
metody dwupoziomowej analizy zmiennosci, sa zgodne z wynikami uzyskanymi dla drzew
filogenetycznych otrzymanych metoda maksymalnej wiarygodnosci (rys. 21 7).
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