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1.Uvod

Zivot na zemlji pogeo je prije otprilike 3.8 milijardi godina. Svi organizmi koji su
se do danas razvili, pa tako i oni izumrli, razvili su se iz prve Zive stanice.
Geneticki materijal prve Zive stanice prenosio se na njezine potomke. Potomci su
se razvijali i udaljavali od svojih predaka zbog raznih mutacija i rekombinacija koje
su se dogadale. Upravo ove mehanizme kojima su se od prve Zive stanice razvili
svi ostali organizmi opisuje teorija evolucije. Kako bi se prikazali evolucijski odnosi
medu organizmima uvodi se grana znanosti, filogenija. Filogenija odnose medu
organizmima prikazuje i objasnjava filogenetskim stablom.

Filogenetsko stablo prikazuje evolucijske odnose izmedu razli€itih vrsta za koje se
pretpostavlja da imaju zajedniCke pretke. Sastoji se od unutarnjih i vanjskih
¢vorova, pri ¢emu se svaki ¢vor smatra taksonomskom zajednicom, s tim da se
unutrasnja Cvorista smatraju hipotetskom taksonomskom zajednicom ukoliko se
odgovarajuce vrste ne mogu promatrati. Osnovna podjela filogenetskih stabala
jest na one sa korijenom i na one bez korijena. Filogenetska stabla bez korijena
predstavljaju odnose medu taksonomskim zajednicama koje se nalaze na
listovima stabla i ne zahtijjevaju poznavanje glavnog pretka svih ostalih
taksonomskih zajednica u stablu. Ne stvaraju se pretpostavke o0 precima
odredenih Cvorova i povezanost viSe Cvorova s jednim zajedniCkim oznaCava
njihovu slicnost, a ne nuzno podrijetlo od zajednickog pretka. Filogenetska stabla
s korijenom, s druge strane, prikazuju smjer evolucijskog procesa odredujudi
odnos izmedu pretka i potomaka, odnosno, imaju pretpostavljen smjer vremena.
Za rekonstrukciju filogenetskog stabla razvijen je Citav niz metoda.

Za vecCinu metoda ovaj problem je NP-tezak problem[4] i zahtijeva puno vremena i
memorije za izraCun zbog Cega se Cesto koriste heuristicke metode koje smanjuju
broj mogucih filogenetskih stabala.

U ovom radu implementirana je izgradnja filogenetskog stabla koristenjem
metode maksimalne usStede (engl.maximum parsimony), koja po principu
Occamove oStrice zahtjeva da rekonstruirano stablo sadrzi minimalan broj
mutacija potreban za objasnjenje podataka. Metoda maksimalne ustede spada u

metode koje koriste matricu obiljezja. Matrica obiljezja svakoj taksonomskoj
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zajednici, za svako obiljezje, pridruzuje odgovarajucu vrijednost. Metoda
maksimalne ustede takoder spada u metode koje za izgradnju filogenetskog stabla
koriste optimalan kriterij.

Buduci da ova metoda spada u klasu NP teskih problema, kako bi se omogucio
izraCun za netrivijalan broj vrsta, koriStena je razgranaj-ogranici (engl.branch and
bound) optimizacija. Udaljenosti medu vrstama rekonstruirane su pomocu
viSestrukog poravnanja (engl.multiple sequence alignment) medu nukleotidnim i
proteinskim sljedovima.

U drugom poglavlju ukratko je opisana druga skupina metoda, metode koje se
temelje na matrici udaljenosti. U treCem i ¢etvrtom poglavlju dan je detaljan opis
metode maksimalne usStede i optimizacije razgranaj-ogranic¢i. U petom poglavlju

opisano je implementirano programsko riesenje.

2.Metode temeljene na matrici udaljenosti

Za izgradnju filogenetskog stabla postoje dvije kategorije metoda. Prva kategorija
metoda jesu metode koje koriste matricu udaljenosti. Matrica udaljenosti izgraduje
se na temelju poravnanja izmedu svake dvije taksonomske zajednice
(engl.pairwise alignment). Svaka udaljenost u matrici predstavlja opazenu koli€inu
promjene izmedu dvije taksonomkse zajednice s obzirom na njihovog najblizeg
zajedniCkog pretka. Neke od metoda koje spadaju u tu kategoriju su Neighbour
Joining, UPGMA i Fitch Margoliash algoritam[1][2][3]. Za skup sekvenci, za koje se
filogenetsko stablo izgraduje, stvara se matrica udaljenosti koja sadrzi broj razlika
u nukleotidima izmedu svake dvije sekvence. |z ove matrice gradi se filogenetsko
stablo koje spaja Cvorove stabla, gdje ¢vorovi stabla predstavljaju sekvence.
Cvorovi se spajaju s unutarnjim &vorovima tako da se spoje one sekvence izmedu
kojih je udaljenost najmanja. Prednost ovih algoritama je njihova brzina i manja
memorijska sloZzenost u odnosu na druge metode[8]. Glavni nedostaci algoritama,
koji koriste matricu udaljenosti, jesu ti Sto se za izraCun udaljenosti uvijek koriste
samo dvije sekvence kao i Cinjenica ne koriStenja informacije koje su skrivene u
raspodjeli nukleotida veC oslanjanje samo na udaljenosti medu bioloSkim

sljedovima.



3.Metode temeljene na matrici znakova

Druga kategorija metoda su metode koje se temelje na matrici znakova.
Najpoznatiji algoritmi koji spadaju u kategoriju metoda temeljenih na matrici
znakova jesu algoritam maksimalne uStede i algoritam najvece vjerojatnosti
(engl.maximum likelihood)[3].

Ulazni podaci za metode koje se temelje na matrici obiljeZja nizovi su vrijednosti
koji predstavljaju obiljezja svake taksonomske zajednice. Jedan redak matrice
predstavlja jednu taksonomsku zajednicu, dok su stupci vrijednosti obiljezja.
Obiljezje nije precizno definirano, a obi¢no oznacava svojstvo na temelju kojeg se
vrste promatraju. Obiljezja mogu biti morfoloSka, molekularna, genetska, fizicka ili
ponasajna. Obiljezja se dijele u diskretna stanja na temelju kojih se vrste
klasificiraju. Diskretna stanja mogu na primjer biti za obiljezje boje oc€iju,zelena,
plava i smeda boja, za obiljezje nacCina prehrane, mesojedi, biljojedi, svejedi, za
obiljezje ponasanja, agresivno, miroljubivo, indiferentno ponasanje.

Za molekularne podatke, kakvi ¢e se Koristiti u ovom radu, matrica znakova je
zapravo matrica viSestrukog poravnanja slijedova, Ciji je primjer prikazan tablicom
3.1.

Stanja svakog obiljezja u matrici predstavljena su nukleotidima (A, T, C, G), kod
DNA sljedova, ili simbolima aminokiselina, kod proteinskih sljedova. Kod
poravnatih DNA sekvenci obiljezje je pozicija u sekvenci, dok je stanje obiljezja
jedan od 4 nukleotida, a moze biti i nepoznato ukoliko na toj poziciji nismo odredili

nukleotid.

Tablica 3.1 Primjer matrice obiljeZja

1 2 3 4
S1 A T C T
S2 - T G T
S3 A C G T
S4 A G A T

Svaki redak u tablici 3.1 predstavlja sekvencu, dok stupci predstavljaju nukleotide

sekvenci na odredenim pozicijama. Pozicije su obiljeZja, a stanja tih obiljezja su



nukleotidi ili '-'. Stanja obiljezja joS se nazivaju znakovima i mogu nositi razliCite
tezine, dok neslaganje odredenih znakova takoder moZe rezultirati razli€itim
cijenama. Naime, moZe se zadati matrica koja definira cijene izmedu svaka dva
znaka i te cijene ne moraju biti jednake. Primjer takve matrice, za nukleotidne

sljedove, dan je tablicom 3.2.

Tablica 3.2 Primjer razli€itih cijena

A T C G -
A 0 1 1 2 1
T 1 0 2 3 1
C 1 2 0 1 1
G 2 3 1 0 1
- 1 1 1 1 0

RazliCite tezine koriste se kada je zapaZzeno da su odredene promjene manje
vjerojatne i rjede od nekih drugih promjena pa je shodno tome i broj evolucijskih
koraka izmedu takvih promjena veéi. Nakon $to je matrica znakova definirana
kreCe se u izradu filogenetskog stabla koja se temelji na istoj matrici.

Metoda maksimalne ustede, kao i metoda najvece vjerojatnosti, uz neke metode
temeljene na matrici udaljenosti, takoder spadaju i u metode izgradnje
filogenetskog stabla koje se temelje na odredenom optimalnom kriteriju. Svaka od
metoda definira funkciju koja za zadano stablo vraca cijenu tog stabla. Na temelju
cijene koju vrati funkcija, razliite se topologije filogenetskih stabala mogu
usporedivati i rangirati. LoSa strana ovakvog pristupa jest Sto potraga za
optimalnom topologijom dugo traje. Naime, metode temeljene na optimalnom
kriteriju raCunaju cijenu svakog stabla s obzirom na zadani kriterij i traze ono
stablo koje vrati najmanju cijenu. Kako broj mogucih topologija filogenetskog
stabla eksponencijalno raste, ve¢ za 20 vrsta postaje veéi od broja atoma u
svemiru i problem pronalaska optimalnog stabla postaje nerjeSiv u realnom
vremenu[4]. Ovakav problem implicira veliku vremensku i memorijsku slozenost i
broj sekvenci za koje se filogenetsko stablo moze izraditi u realnom vremenu
postaje ograniCen. Unato€ ograniCenosti i kompleksnosti rjeSenja, ovakav je
pristup matematicki precizan. Metode koje koriste optimalni kriterij garantiraju da

Ce izgradeno stablo biti optimalno s obzirom na kriterij. Osporavanje ovakvih
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metoda moze se temeljiti jedino na osporavanju optimalnog kriterija koji te metode
koriste.[3]

4 Metoda maksimalne ustede

Metoda maksimalne ustede spada u metode koje koriste matricu znakova kao i u
skupinu metoda koje se temelje na optimalnom kriteriju. Temelji se na principu
Occamove oStrice koji je osmislio William of Occham oko 1320. godine. Princip
Occamove ostrice moze se opisati jednom reCenicom "Ukoliko postoji viSe teorija
koje predvidaju isto, odaberite onu najjednostavniju.". Primjena ovog principa na
izgradnju filogenetskog stabla odnosi se na pretpostavku da je ono filogenetsko
stablo koje ima najmanji broj mutacija izmedu vrsta ujedno i ispravno. lako
evolucija vrsta nije inherentno takva da se moze pretpostaviti najmanji broj
mutacija izmedu vrsta, odnosno evolucija ne slijedi uvijek princip maksimalne
ustede, razna znanstvena istrazivanja podupiru ovaj princip i metodu[9]. Evolucija
u kojoj se izmedu vrsta dogadaju manje promjene poZzeljnija je i vjerojatnija od one
u kojoj su promjene vece i kompliciranije. Metoda maksimalne ustede uvijek
odabire ono stablo koje najbolje objasnjava evoluciju izmedu vrsta, odnosno ono
stablo koje minimizira broj karakteristika koje se ne mogu objasniti zajedniCkim
precima izmedu vrsta. Odabrano filogenetsko stablo objasnjava evoluciju zadanih
podataka s najmanjom koli¢inom evolucijskih promjena izmedu vrsta. Osnovna
ideja ove metode prvi put je predstavljena 1970.godine od strane James S. Farrisa
i 1971.godine od strane Waltera M. Fitcha[7].

U ovom radu metoda maksimalne ustede izvodila se nad skupom poravnatih DNA
molekula. Svaka pozicija unutar sekvence predstavlja znak koji moze biti jedan od
Cetiri postojeCa nukleotida ili praznina. Ukoliko je na nekoj poziciji u poravnanju
umjesto nukleotida bio znak '-', nukleotid za tu poziciju u viSestrukom poravnanju
nije odreden. Usporedba nukleotida s prazninom rezultira cijenom 0 dok
usporedba izmedu dva razliita nukleotida rezultira cijenom 1 (neslaganje). Ipak,
kako su neke mutacije bioloski vjerojatnije od drugih, stanja znakova, u ovom
slu€aju nukleotidi ili znak '-', mogu nositi razliCite tezine. Mozemo reci da ukoliko
na pripadaju¢im pozicijama imamo kod jedne vrste nukleotid A, a kod druge

nukleotid T, broj evolucijskih koraka izmedu te dvije vrste veci je nego da smo kod
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jedne vrste imali na primjer nukleotid C, a kod druge nukleotid G. Razlog tome je
Sto su neke mutacije rjede od drugih, kao npr. mutacija A-C, A-T, G-C, G-T i
obrnute pa je onda i tezina izmedu takva 2 prijelaza vec¢a od drugih tezina. U ovom
radu koriStena je pretpostavka da su sve mutacije izmedu nukleotida jednako
vjerojatne Sto rezultira cijenom 1 prilikom neslaganja bilo koja dva nukleotida na

odgovarajuc¢im pozicijama.

Osnovna ideja metode maksimalne uStede moze se podijeliti u dva osnovna
koraka[3]:
1. Odredivanje minimalne cijene topologije stabla koja predstavija koliginu
promjene izmedu znakova na nivou cijelog stabla.

2. Pretrazivanje svih mogucih topologija stabla s ciliem pronalazenja one

topologije stabla koja minimizira ukupnu cijenu stabla.

4.1.0dredivanje cijene stabla

Prvi korak metode maksimalne ustede je odredivanje cijene stabla. Ovaj je korak
jednostavan, te nije vremenski ni memorijski zahtjevan.

Za n taksonomskih zajednica, binarno stablo bez korijena sadrzi n vanjskih
¢vorova, (listova) koji predstavljaju upravo zadane taksonomske zajednice za koje
se filogenetsko stablo gradi. Unutradnjih Evorova ima n — 2, a broj grana jednak je
2 *n — 3. Svaka grana spaja po dva ¢vora.

Uzmimo da t predstavlja odredenu topologiju nekog stabla iz skupa svih mogucih

stabala. Duljina stabla zadana je formulom :
L(®) = X, (4.1)
gdje N predstavlja maksimalnu duljinu sekvence (taksonomske zajednice) od

zadanih sekvenci, a [; predstavlja koliCinu promjene u stanjima znakova za

poziciju j u sekvencama. Za binarna stabla formula za [; glasi:

L = YY1 Caton i) (4.2)



gdje a(k) i b(k) predstavljaju nukleotide koji se nalaze u ¢vorovima na krajevima
grane k na poziciji j u sekvencama a i b. Coq)pk) j€ broj koji odgovara cijeni
promjene izmedu stanja a(k) ib(k). Kao $to je navedeno, ta cijena predstavlja
teZinu odredene promjene i moze biti razli€ita ovisno o stanjima a(k)i b(k). Ukoliko
su stanja a(k) i b(k) jednaki nukleotidi tada Cyk)py iznosi O za tu granu na
poziciji j.

Ideja odredivanja [;, cijene odredene topologije za zadanu poziciju j, jest ta da
nakon Sto imamo zadanu topologiju pronalazimo onakav sastav unutrasnjih
¢vorova koji ¢e dati minimalnu cijenu cijelog stabla koju s tom topologijom
mozemo posti¢i. Odredivanje minimalne cijene topologije ima viSe razli€itih
pristupa, a neki od njih su takozvani brute-force pristup, Fitch algoritam i
dinamicko programiranje.

Brute-force algoritam ispituje cijene svih moguéih stabala za zadanu topologiju.
Za unutrasnje ¢vorove ispituju se sva moguca stanja znakova i svaka kombinacija
¢ini jedno od mogucih stabala zadane topologije. Broj stabala za zadanu topologiju
raste eksponencijalno s brojem taksonomskih zajednica, a iznosi r7=2 gdje je r
broj mogucih stanja znakova (r = 4 ukoliko su znakovi nukleotidi, » = 20 ukoliko
su znakovi aminokiseline), a T broj taksonomskih zajednica. Ova formula lako je
objasnjiva. Naime, broj unutrasnjih &vorova za T taksonomskih zajednica jednak je
T — 2, a kako je broj mogucih stanja za svaku poziciju jednak r onda je i broj
razli€itih kombinacija jednak upravo navedenoj formuli. Broj ukupnih mogucih
stabala za sve pozicije jednak je umnoSku broja pozicija i broja stabala za svaku

poziciju. U ovom radu koriten je upravo ovaj pristup.

Promotrimo sljedeci primjer:

J
. .ACTTGTCT. ..
. .ACTTGTCT. ..
.TGAAGCCT. ..

N <KX =

. .GCGGGCCT. . .

Pretpostavimo da trazimo minimalnu cijenu stabla za topologiju ((W,Y),(X,Z)) koja

je prikazana Slikom 4.1.



T G

Slika 4.1 Topologija stabla

Takoder pretpostavimo da smo minimalnu duljinu za prvih j-1 znakova vec
izraCunali i da sada raCunamo minimalnu duljinu za znak j. S obzirom da imamo 4
sekvence u stablu, broj mogucih kombinacija unutrasnjih ¢vorova za ovu topologiju

je 4*72 = 16. Mogucée kombinacije prikazane su na slici 4.2.

T A

DD

T
T 1a+w00a 141+1+1+1 T 1aa4a4a T iit1+140

b e

0+0+14041 O T 00414111 0+0+1+1+0

—o - >—< >—<
T 141414001 G T jauan S T 141404141 T 141414140
T A A T A T A
>—< >—< —o >_<
T 1414041 1+14+1+1+1 T  1+1+1+41+41 G T 141404140

Slika 4.2 Razli¢ite kombinacije unutrasnjih &vorova



Uz pretpostavku da su tezine svih stanja znakova i razlika u stanjima znakova 1,
cijena svakog od stabala navedena je ispod slike. Vidimo da je minimalna cijena

ovakve topologije jednaka 2 i da je postignuta za 3 kombinacije.

Opisana metoda primjenjuje se za svaki znak (poziciju) u sekvenci i ukupna cijena

stabla za neku topologiju jednaka je zbroju cijena stabala pojedinih pozicija.

S obzirom da prethodno opisani postupak zahtjeva ispitivanje velikog skupa
stabala, Cesto se koriste alternativni pristupi za izraCunavanje minimalne cijene
odredene topologije stabla, kao Sto su navedeni Fitch algoritam i dinamicko
programiranje.

Fitch algoritam pogodan je za stabla u kojima sva stanja znakova nose jednaku
teZinu, dok je dinamiCko programiranje prilagodeno stablima kod kojih stanja

znakova imaju razliite tezine[3].

4.2 Pretrazivanje svih topologija stabla

Prvi korak metode maksimalne ustede jest generiranje svih mogucih topologija
stabla. Ovaj korak zahtjeva jako puno vremena i memorije i upravo je zbog njega
metoda maksimalne uStede ograniena brojem sekvenci za koje je moguce
generirati optimalno filogenetsko stablo.

Jedan od nacina pretrage topologija stabala jest generiranje svih mogucih
topologija poCevsi od stabla koje u sebi sadrzi tri sekvence. Nove sekvence dodaju
se rekurzivno jedna po jedna na svaku od mogucih grana iz prethodnog koraka.
Nakon $to se doda zadnja sekvenca sve su moguce topologije stvorene i slijedi
traZzenje minimalne cijene stabla svake od topologija.

Primjer generiranja svih topologija prikazan je za 5 sekvenci na slici 4.3.

U prikazanom primjeru pocetne 3 sekvence predstavljene su slovima A, Bi C. Za
3 sekvence postoji samo jedna moguca topologija. Cetvrta sekvenca je D i ona se
dodaje na broj mogucih mjesta koji je jednak broju grana prethodnog stabla, a to
su 3 mjesta. Postoje 3 razliCite topologije za 4 sekvence jer je broj topologija
prethodne razine jednak 1, a broj grana prethodne razine jednak 3. Peta sekvenca

je sekvenca E i onda se dodaje na svaku od grana za svaku prethodno stvorenu
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topologiju. Kako je broj topologija stabla sa 4 sekvence jednak 3, a broj grana
stabla sa 4 sekvence jednak 5 proizlazi da ¢e ukupan broj topologija stabla koje
sadrzi 5 sekvenci biti 15. Na slici 4.3 prikazano je dodavanje sekvence E samo na
jednu od prethodnih topologija (zaokruzena). Kada bi dodali i Sestu sekvencu broj
topologija bio bi 105 (15 topologija iz prethodne razine pomnozZeno sa brojem

grana stabla od 5 sekvenci).

D

Slika 4.3 Prikaz generiranja svih topologija
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Iz opisanog primjera jasno je da vrijedi sljedeca relacija izmedu broja topologija i
broja sekvenci za koje se stablo izgraduje. Relacija je opisana sliedecom

formulom:

B(t) = [1%.5(2i — 5) (4.3)
gdje je B(t) broj mogucih topologija, a t je broj sekvenci.
Iz formule je jasno da broj mogudih topologija jako brzo raste i za 20 sekvenci

prelazi 2 = 102°. Ovisnost broja mogucih topologija o broju sekvenci prikazana je

na slici 4.4.

Ovisnost broja topologija o broju sekvenci

14000 /
12000 |- R
10000 | y

8000 | / :

T

6000 , : 4

broj topologija

T

4000 4 E

2000 | P :

0 l — I
4 5 6 7 8 9 10

broj sekvenci

Slika 4.4 Ovisnost broja topologija o broju sekvenci

Kako je ovakav pristup poprilicno zahtjevan i pretrazuje sva moguca stanja Cesto
se Kkoristi algoritam optimizacije razgranaj-ogranic¢i (engl.branch and bound).

Ovakav pristup iskoristiv je za do otprilike 20 sekvenci, ovisno o podacima.
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Osnovna ideja algoritma razgranaj-ogranici jest evaluacija svih mogucih topologija

uz odbacivanje onih koje sigurno nece dovesti do optimalnog stabla[3].

Temelji se na dva osnovna koraka:
1. odredivanje gornje granice cijene stabla
2. izgradnja svih topologija uz odbacivanje onih €ija je cijena vec¢a od trenutne

gornje granice

Krece se kao i u prethodno opisanom algoritmu. Na pocetku imamo 3 sekvence i
jednu topologiju. Dodaju se ostale sekvence sve dok se ne izgradi jedna topologija
koja sadrzi sve sekvence. Nakon $to je prva takva topologija izgradena, cijena tog
stabla postavlja se kao gornja granica. Algoritam gradi ostale topologije ali sada za
svaku topologiju stabla koja ne sadrzi jo$ uvijek ukupan broj sekvenci prvo racuna
cijenu. Nakon $to se izraCuna minimalna cijena zadane topologije ista se
usporeduje sa trenutnom gornjom granicom. Ako je ta cijena veca za put koji bi se
nastavio iz te topologije zaklju€uje se da nije moguce doci do optimalnog rieSenja i
taj put se odbacuje. Sa svakom sljedecom topologijom koja se uspije izgraditi tako
da sadrZi sve sekvence provodi se usporedba trenutne gornje granice i minimalne
cijene stabla te topologije. Ukoliko je cijena stabla manja od gornje granice, gornja
granica se osvjezava i postavlja na novu vrijednost. Algoritam se nastavlja dok se
svi moguci putovi u stablu ne evaluiraju. Optimalna topologija jest ona topologija
Cija je cijena stabla jednaka zadnjoj gornjoj granici koja predstavija minimalnu

mogucu cijenu.

Algoritam nije ovisan o optimalnom kriteriju maksimalne ustede i moze se koristiti i
za druge optimalne kriterije kao i za slicne probleme pretrazivanja stanja Ciji cil]
nije nuzno izgradnja filogenetskog stabla. Ono $to je klju€éno za ovaj algoritam jest
da funkcija koja evaluira neko stablo (optimalni kriterij) ne bude padaju¢a, odnosno
da se s poveéanjem broja sekvenci u stablu cijena stabla sigurno poveca ili ostane
ista. Kada navedeno ne bi bilo ispunjeno algoritam ne bi mogao zakljuciti da neki
put sigurno ne vodi optimalnom rjeSenju jer bi postojala mogucnost da se prilikom
dodavanja nove sekvence cijena stabla smanji. Optimalni kriterij maksimalne

uStede zadovoljava navedeno.

12



Primjer ovog algoritma dan je na slici 4.5. U zadanom primjeru broj sekvenci je 6.
Krece se od stabla koje sadrzi 3 sekvence (A, B i C) i iz te topologije grade se 3
topologije sa 4 sekvence (a, b i c). Prvo se izgraduju sva stabla iz topologije stabla
a dodavanjem sekvence D. Nakon toga put se nastavlja izgradnjom stabala iz
topologije d. Kako algoritam tim putem nastavlja dobivamo prvo puno stablo €ija je
cijena 242 i to se postavlja za gornju granicu. Nakon Sto su izgradena sva puna
stabla iz topologije d gornja granica postaje 241. Iz topologije a odbacuju se putovi
koji idu preko e i f topologija jer je duljina tih stabala, koja sadrze 5 sekvenci, veca
od trenutne gornje granice 241. Algoritam napreduje po istom principu kroz cijeli
prostor stanja i na kraju pretrazivanja gornja granica je 229 i to je cijena

optimalnog filogenetskog stabla za zadani skup sekvenci.

' h) 43 g
0 ) c
o, I
251 ,.7 N 1 }
241 i — 237 A
232 J 233 280 27 g E
B
. e E o235
I C ‘.S‘ A : 251
8] 158
A B \‘\\\" 233
A 245
237237

Slika 4.5 Primjer algoritma razgranaj-ogranici

Algoritam razgranaj-ograniCi Cesto dolazi u kombinaciji sa heuristikom. Uloga

heuristike je izraCunavanje manje pocCetne gornje granice kako bi se neki putovi u
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izgradnji stabla mogli u ranijim koracima odbaciti. Za heuristiku Cesto se koristi
algoritam najblizeg susjeda. Osim heuristike, postoje i druge razvijene metode
koje omogucavaju ranije odbacivanje odredenih putova.

Ovaj algoritam u vecini sluCajeva smanjuje prostor pretraZivanja te se povecava
broj sekvenci za koje je moguce izgraditi optimalno stablo u razumnom vremenu,
ali to ne mora uvijek biti slucaj. Prostor stanja, kao i heuristika, mogu biti takvi da
se jako mali broj putova moZzZe odbaciti, a ponekad se Cak i cijeli prostor stanja
mora pretraziti. Puno toga u izgradnji optimalnog filogenetskog stabla ovisi o

podacima za koje se isto izgraduje.

4.3 Prednosti | nedostaci

Metoda maksimalne ustede jedna je od popularnijin metoda za izgradnju
filogenetskih stabala. Pokazano je da ova metoda daje najbolje rezultate za
proteinske sljedove i jedne od najboljih rezultata za DNA sljedove[8]. Metoda je
relativno jednostavna i puno brza od metoda koje se temelje na statistiCkim
metodama kao S$to je metoda najvecCe izglednosti. Ne zahtjeva komplicirano
racunanje kao ni velik broj pretpostavki, a svejedno uspijeva u vecini slu€ajeva dati

zadovoljavajuce rezultate.

Ipak, postoje i uvjeti u kojima ova metoda podbacuje. Jedan od problema leZi u
tome Sto metoda maksimalne ustede polazi od pretpostavke da dvije vrste mogu
dijeliti isto stanje odredenog znaka (isti nukleotid na istoj poziciji) jedino ukoliko su
one genetski povezane, Sto nije uvijek ispravno. Metoda maksimalne usStede nema
svojstvo statistiCke konzistentnosti, odnosno nema garancije da ¢e se vjerojatnost
dobivanja ispravnog filogenetskog stabla povecavati sa dodavanjem podataka.
Jedan od primjera uvjeta u kojim metoda podbacuje zove se potaknuto privlacenje
(engl.long branch attraction). Takva pojava naziva se jos i Felsensteinova zonal6].
Potaknuto privlaéenje oznaCava pojavu pogreske prilikom odredivanja evolucijske
udaljenosti izmedu vrsta kada se za dvije vrste koje su zapravo evolucijski
udaljene izvodi zaklju€ak da su one evolucijski bliske. Ova pogreska dogada se

kada dvije vrste koje su prosle kroz mnoge evolucijske promjene dodu do stanja u
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kojime se Cine sli¢nima, Sto direktno dovodi do pogresnog zakljuCka da su te dvije

vrste evolucijski bliske[5].

Druga loSa strana jest ve¢ spomenuta Cinjenica da je izraCunavanje optimalnog
filogenetskog stabla ovom metodom NP-tezak problem. NP-tezak problem
implicira da se za odredenu koli€inu vrsta metoda nece zavrSiti u razumnom

vremenu kao i to da metoda ima veliku memorijsku slozenost.

5.Implementacija

U ovom radu implementirana je metoda maksimalne ustede uz razgranaj-ogranici
optimizaciju. Implementacija se temelji na prethodno opisanim idejama uz
minimalne preinake.

Programsko rjeSenje implementirano je u programskom jeziku Java, a kao ulaz
koristi se datoteka viSestrukog poravnanja sliedova (engl.multiple sequence
alignment), poput one §to ju generira alat ClustalWW. Osim poravnatih sekvenci,
zadaje se i putanja do direktorija u koji se Zeli spremiti izlaz programa.
Programsko rjeSenje rekonstruira optimalno filogenetsko stablo za zadani ulazni
skup podataka. Kako moze postojati vise optimalnih topologija, izlaz predstavljaju
sve moguce topologije. Topologije su zapisane u Newick formatu. Newick format
predstavlja jedan od standardnih formata za zapis stabala i postoje brojni alati koji
ovaj format prevode u graficki.

Osim optimalnih stabala programsko rjesenje ispisuje na standardni izlaz broj
informativnih pozicija i minimalnu cijenu optimalnog filogenetskog stabla.
Programsko rjeSenje testirano je na razli¢itim skupovima sekvenci i usporedeno s
drugim suvremenim alatima koji rjeSavaju isti problem. Rezultati su u skladu s
oCekivanjima.

U nastavku su detaljno opisani koraci algoritma, memorijska i vremenska

sloZenost i strukture podataka koje su koristene.
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5.1 Pseudokod

begin

informativePositions = getInformativePositions();

for brSeqg := 4 to sequences.size() step 1 do

foreach informativePos do
Node newTaxa = sequences.get (brSeq);

foreach tree in posTrees (informativePos) do

makeNewTrees (tree, newTaxa, newTrees,
topology) ;

done

posTrees.put (informativePos, newTrees);

if (brSeq == sequences.size () -1)
almostFullTrees.put (informativePos,
posTrees) ;

end
done
done
foreach topology do

i=0;
foreach informativePos do

if (1i==0)

buildFullTrees (almostFullTrees
(informativePos), fullTrees);

minimumCost = getBoundary (fullTrees);

continue;

end

almostFullCost=countMinimumCost
(almostFullTree (informativePos) ) ;

if (almostFullCost > minimumCost)
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continue;
end

buildFullTrees (almostFullTrees (informativePos)
, fullTrees) ;

currentCost = getBoundary (fullTrees);

if (currentCost < minimumCost)
minimumCost = currentCost;

end

end

end

end

Na pocetku, ulazna datoteka se parsira i algoritam nastavlja izvodenje nad
matricom n x m, gdje je n broj sljedova, a m duljina poravnatih sljedova. Svaki
stupac predstavlja odredenu poziciju u sekvencama i algoritam se izvrSava upravo

po svakoj poziciji.

Kako bi se postupak ubrzao u poravnanju se promatraju samo takozvani

informativni stupci. Informativni stupci su oni za koje vrijede sljedeéa dva uvjeta :

1. U tom stupcu postoje barem 2 tipa nukleotida
2. Svaki od tipova nukleotida, koji se pojavljuje u stupcu, zastupljen je u barem

2 slijeda u poravnanju.

Iznimka ova dva uvjeta jest situacija u kojoj u stupcu imamo zastupljeno vise
tipova nukleotida koji se pojavljuju samo jednom, ali su svi ostali elementi tog
stupca neodredeni. Za ovakvu situaciju takav stupac takoder se uzima kao
informativan. Jednostavnije re€eno, neinformativni su oni stupci u kojima su
gotovo svi nukleotidi jednaki.

Prvi korak algoritma jest odredivanje upravo opisanih informativnih stupaca.
Algoritam nastavlja od Cetvrte sekvence s pretpostavkom da je ukupan broj
sekvenci sigurno vedi ili jednak od 4. Kao $to je u poglavliju 4.1 navedeno, za

odredivanje minimalne cijene odredene topologije koriSten je brute force pristup.
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Za svaku topologiju grade se sva moguca stabla, odnosno sve moguce
kombinacije unutrasnjih ¢vorova za svaku od informativnih pozicija. Za svaku
sljede¢u sekvencu, izuzev za zadnju sekvencu, grade se sva moguca stabla iz
onih koje smo u prethodnom koraku izgradili. Nakon Sto su sva moguca stabla, za
svaku topologiju i za sve sekvence, osim zadnje, izgradena, algoritam se nastavlja
koristeCi optimizaciju razgranaj ogranici. Mapa almostFullTrees sadrzZi upravo ono
Sto joj i samo ime govori, za svaku informativnu poziciju sadrzi sva stabla kojima
nedostaje to¢no jedna sekvenca do punog stabla.

U drugom dijelu algoritma ide se po svim topologijama stabala koja sadrze sve
sekvence osim zadnje. Za prvu topologiju dodajemo i zadnju sekvencu i izgraduju
se prva potpuna stabla. Sada se potpuna stabla po svakoj poziciji spajaju u puna
stabla u metodi buildFullTrees. Od upravo izgradenih potpunih i punih stabala,
koja se spremaju u listu fullTrees, odreduje se ono stablo koje ima minimalnu
cijenu u metodi getBoundary. Metoda vraéa minimalnu cijenu koja postaje prva
gornja granica koja ¢e se dalje koristiti. Nakon Sto je prva granica odredena, za
svaku sljedecu topologiju koja sadrzi sve sekvence, osim zadnje, provjerava se
ukupna cijena stabla. Ukoliko je cijena stabla veéa od trenutne gornje granice taj
put izgradnje potpunih stabala se odbacuje. Ukoliko je cijena manja ili jednaka iz
te topologije izgraduju se potpuna stabla za svaku poziciju i spajaju u puna stabla
koja se dodaju u listu fullTrees. Novo dodana stabla se pretrazuju i odreduje se
ono s najmanjom cijenom. Ukoliko je ta cijena manja od trenutne gornje granice
gornja granica se osvjezava.

Nakon zavrSetka algoritma u varijabli minimumCost pohranjena je minimalna
cijena optimalne topologije. Prolaskom kroz listu fullTrees mozemo izdvojiti sva
stabla koja su optimalna, odnosno sva stabla kojima je cijena jednaka vrijednosti

varijable minimumcCost.
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Memorijska slozenost implementacije u najgorem slucaju jednaka je broju svih
mogucih stabala za sve informativne pozicije. Najgori slu€aj je onaj u kojemu
optimizacija razgranaj-ograni¢i ne uspije odbaciti niti jednu topologiju veé¢ se
moraju izgraditi sva moguca stabla

Uzmimo da n oznafava broj informativnih pozicija, a T broj sekvenci. M(t)

oznacava memorijsku sloZzenost.
Vrijedi sljedec¢a formula :

M(t) =n=T! (5.1)
Takoder, vremensku slozenost algoritma odredujemo u najgorem slucaju.
Uzmimo da V(T) predstavlja vremensku slozenost, T broj sekvenci, a n broj
informativnih pozicija.

Vrijedi sljedec¢a formula :

V(T) =n*T? =T (5.2)
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5.2 Strukture podataka programskog rjesenja

U nastavku je prilozen dijagram razreda koji detaljno opisuje glavne strukture

podataka.

PhylogeneticTree

+ nucleotides _ char(d]

+ minimumCost : int

+ fullTrees . List<FullTree>

+ informativePositions : List<integer>
+ lines _ List<String>

+ sequences - Map<integer. String>

+ main ( String[] args )

+ calculateForFour ( Map<integer, List<TreeNode>> trees )

+ parseClustaiwFile ( )

+ buildFullTrees ( Map<integer, List<TreeNode>> trees)

+ getBoundary () - int

+ getinformativePositions ( Int seqLength )

+ rooting ( List<T T. List<T trees. int pos, String seq )
+ dumpToGraph ( TreeNode root. Path path )

+ inOrderNewick ( TreeNode root ) © String

+ makeNewTrees ( TreeNode current, Node add, Root root, List<TreeNode> roots, Topology top )
+ copyTree ( TreeNode oid, TreeNode new )

+ countTreeCost ( TreeNode root ) . int

+ getCostBetween ( TreeNode first. TreeNode second ) - int

TreeNode

+ leftChild - Node
+ rightChild - Node

+brSeq Int FullTree
+hasChild () : return boolean + topoiogy - int
+ TreeNode () +totaiCost - int

+ representative - TreeNode
- Attnbute 4 - Type

+ FullTree ()

TopologyTrees

+ topology ' Int

+ trees . List<TreeNode>
+ position - Int

+ topology  int + parent - Node +cost: int

Root Node

+ TopologyTrees ( int topology, List<TreeNode> trees )
+Root () + Node( Node leftChilf. Node nghtChild, Node parent) + addTree ( TreeNode tree )

+ Root ( Node letChiig, Node rightChild, int topology ) +copy () retum Node + optimze ()
+ getMinimaiCost ( ) - return int

Topology
+ topology : int

+ Topology( Int topology )

jeate

Slika 5. 1 Dijagram razreda
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Razred PhylogeneticTree temeljni je razred algoritma. Kao jedna od glavnih
struktura podataka ovog razreda izdvaja se lista fullTrees koja u sebi sadrzi
potpuna stabla koja su nastala tijekom dijela algoritma koji implementira razgranaj-
ograni€i optimizaciju. Druga glavna struktura podataka jest atribut minimumcCost
koji predstavlja cijenu optimalnog filogenetskog stabla koje je izgradeno za zadani
ulazni skup podataka.

Algoritam zapoCinje u metodi main. UCitava se i parsira zadana datoteka i
sekvence se spremaju u mapu sequences.

Neke od vaznijih metoda ovog razreda su makeNewTrees, buildFullTrees,
getBoundary i countTreeCost.

Metoda makeNewTrees stvara iz zadanog stabla sve moguce nove topologije sa
svim kombinacijama unutrasnjih ¢vorova. Nova stabla sprema u listu roots koju
prima kao ulazni argument.. Metoda buildFullTrees kao ulazni argument prima
mapu koja kao klju¢ sadrzi pozicije, a kao vrijednost listu svih stabala za tu
poziciju. Metoda grupira sva stabla iste topologije, odreduje ona optimalna za
odredenu topologiju i spaja sve pozicije u potpuno stablo. U ovoj metodi svakom
stablu odreduje se i ukupna cijena. Metoda getBoundary odreduje minimalnu
cijenu izmedu cijena svih stabala koja se u tom trenutku nalaze u listi fullTrees.

Metoda countTreeCost racuna cijenu zadanog stabla.

Razred TreeNode apstraktan je razred i sluzi kako bi objedinio razrede Root i
Node. Sastoji se od lijevog i desnog djeteta svakog €vora (kod listova te vrijednosti

su null) i metode hasChild koja odreduje je li ¢vor list.

Razred Root predstavlja fiktivni korijen stabla. On nema nikakvo semanti¢ko
znacenje i koriSten je samo kako bi obilazak kroz stablo bio laksi. Kako se svako
stablo moze obi¢i ako imamo korijen, u objekte tipa Root spremamo oznaku
topologije cijelog stabla. Prilikom racunanja cijene stabla korijen nema nikakav
utjecaj. Direktna djeca korijena pokazuju jedno na drugo i uzima se cijena izmedu

njih umjesto cijene izmedu korijena i njih.

Razred Node predstavlja ¢vor stabla, bilo unutrasnji, bilo listove. Ima atribut tipa

Node koja predstavlja roditelja tog ¢vora, a kako nasljeduje klasu TreeNode sadrZi
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i atribute lijevo i desno dijete. Sadrzi metodu copy koja samo stvara novu instancu

¢vora sa jednakim podacima.

Razred FullTree predstavlja potpuno stablo. Sadrzi oznaku topologije, ukupnu
cijenu i atribut representative. Atribut representative predstavlja stablo pripadne
topologije i minimalne cijene za neku od pozicija. Njegova uloga je prikazivanje
stabla. Naime, svaki objekt tipa TreeNode ima atribut oznake broja sekvence
preko kojeg dolazimo do imena sekvence kojoj pripada i tako mozemo iscrtati
stablo s imenima sekvenci. Kako potpuno stablo za sve pozicije mora imati istu

topologiju dovoljna je jedna pozicija kao predstavnik cijelog stabla.

Razred TopologyTrees predstavlja sva stabla topologije odredene atributom
topology i pozicije odredene atributom position. Takoder sadrzi minimalnu cijenu
stabla takve topologije za zadanu poziciju. Metoda optimize iz liste svih stabala

izbacuje ona koja nisu optimalna.

Razred Topology predstavlja topologiju koja je predstavljena brojem.

5.3 Vremenski i memorijski benchmark

Vremenski i memorijski benchmark ispitani su na racunalu Dell Inspiron N5110, i3
intel pentium procesor.

Odredeni su pokretanjem programa na razli¢itim ulaznim podacima koji su
sadrzavali od 4 do 7 sekvenci. S obzirom na dobivene podatke, ovisno o tome $to
se racunalo, graf je aproksimiran koriste¢i alat Matplotlib i metodu polyfit koja
aproksimira krivulju s obzirom na zadane tocke.

Kako veli€ina prostora stanja koje treba pretraziti, da bi se za ulazni skup sekvenci
odredilo optimalno filogenetsko stablo, ne ovisi samo o broju sekvenci vec i o broju
informativnih pozicija za zadani skup sekvenci tako su i grafovi koji prikazuju
zavisnost vremena/memorije o broju sekvenci prikazani za razliCitu koli€inu

informativnih pozicija. Ovisnosti su mjerene za 5, 18, 32 i 50 informativnih pozicija.
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Vrijeme, kao i memorija, i broj informativnih pozicija u sekvencama su
proporcionalni, porastom broja informativnih pozicija raste i vrijeme odnosno
memorija izraCuna.

Slika 5.2 prikazuje ovisnost vremena izvodenja programa o broju sekvenci za koje
se racuna filogenetsko stablo. Iz slike se jasno vidi da je ta ovisnost, neovisno o

broju informativnih pozicija, eksponencijalna.

Ovisnost vremena izvodenja o broju sekvenci

800 F
—— 5 informativnih pozicija
700l| = 18 informativnih pozicija |
—— 32 informativne pozicije
&66.11 50 informativnih pozicija |
500 (-

vrijeme (s)
ey
o
o
T

broj sekvenci

Slika 5.2 Ovisnost vremena izvodenja o broju sekvenci

Slika 5.3 prikazuje ovisnost zauzete memorije prilikom izvodenja programa o broju
sekvenci za koje se racuna filogenetsko stablo. Ovisnost je, kao i kod vremena,
eksponencijalna.

Ovisnost memorije izvodenja o broju sekvenci
. :

180 [ - — —
—— 5 informativnih pozicija
—— 18 informativnih pozicija
1s0fl| — 32 informativne pozicija i
—— 50 informativnih pozicija
. 120 R
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)
o
‘= 90 4
2
s
=
60 |- .
30 | g
1= —_——— . .
4 5 6 7

broj sekvenci

Slika 5.3 Ovisnost koliine zauzete memorije o broju sekvenci

23



Vrijednosti prikazane na grafovima dobivene su uz KkoriStenje optimizacijskog
algoritma razgranaj-ogranici koji smanjuje prostor stanja.

Na slikama 5.4 i 5.5 prikazane su ovisnosti vremena/memorije 0 broju sekvenci uz
koriStenje optimizacijskog algoritma i bez koriStenja.

Graf je izgraden na temelju vrijednosti koje su dobivene testiranjem programskog
rjeSenja na podacima od 5, 6 i 7 sekvenci, dok je broj informativnih pozicija u svim
primjerima bio 50.

Iz grafova vidimo da algoritam razgranaj-ograni€i doista smanjuje broj stanja i

samim time potrebno vrijeme i memoriju izraCuna.

1000 Ovisnost vremena izvodenja o broju sekvenci

—— uz razgranaj-ogranici optimizaciju
900+ — bez razgranaj-ogranici optimizacije 1

800 | .

700 .

600 - .

500 .

vrijeme (s)

400 | —
300t u
200} .

100 | . M _

0 e i~ il ! =
5 6 7 8 9

broj sekvenci

Slika 5.4 Ovisnost vremena o broju sekvenci
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Memory - Number of sequences dependency
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Slika 5.5 Ovisnost koli¢ine zauzete memorije o broju sekvenci
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5.4 Usporedba s Phylip alatom

Tablica 5.1 Usporedba s Phylip alatom

Vrijeme (s) | Broj stabala | Cijena

Programsko rjesSenje 3.28 : 45 i 15
Phylip alat 15 45 21

Navedena tablica prikazuje usporedbu moje implementacije algoritma maksimalne
usStede uz koriStenje optimizacije razgranaj-ograniCi i implementacije alata Phylip
koji koristi istu metodu i istu optimizaciju. Usporedba je provedena na skupu
podataka od 7 sekvenci.

| jedna i druga implementacija daju jednake optimalne topologije, ali cijena se
razlikuje. To se dogodilo zbog razliCitog kriterija za odredivanje informativnih

pozicija. Vremenske i memorijske performanse alata Phylip nesto su bolje.

5.5 Primjer pokretanja na bioloSkim podacima

Na slici 5.6 prikazano je filogenetsko stablo dobiveno za zadane podatke
metodom maksimalne ustede implementiranom u ovom radu. Isto stablo dobiveno
je i Phylip alatom i predstavlja jedino optimalno stablo za zadane sekvence s
obzirom na kriterij maksimalne uStede. Stablo je izgradeno za rod Escherichia,
vrste Escherichia Coli i Escherichia Fergusonii. Ovo je primjer sekvenci za koje
metoda maksimalne usStede proizvodi bioloSki ispravno filogenetsko stablo.
Zajednickim ¢vorovima spojene su jednake vrste roda Escherichia koje doista i

jesu evolucijski najblize.
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gi|Escherichia coli 0.1288
gi|Escherichia coli 1-110-08 S
gi|Escherichia coli 1240
gi|Escherichia fergusonii ECD2
gi|Escherichia fergusonii B253

Slika 5.6 Filogenetsko stablo za vrste roda Escherichia

Na slici 5.7 prikazano je filogenetsko stablo dobiveno za rod Pseudomonas i
Aeromonas i za njihove vrste Pseudomonas Fluorescens, Pseudomonas
Alcaligenes, Pseudomonas Aeruginosa, Aeromonas Encheleia i Aeromonas

Caviae.

— gi|Pseudomonas fluorescens A50
— gi|Aeromonas caviae Ae398

—— gi|Pseudomonas alcaligenes MRY
— gi|Pseudomonas aeruginosa PAO1
— gi|Aeromonas encheleia

Slika 5.7 Filogenetsko stablo za rodove Pseudomonas i Aeromonas

Isto stablo dobiveno je Phylip alatom i predstavlja jedino optimalno stablo s
obzirom na kriterij maksimalne ustede. Ovo je primjer stabla koje nije bioloSki
ispravno. lz slike vidimo da su u zajedniCke Cvorove spojene vrste rodova
Pseudomonas i Aeromonas. Ocekivano filogenetsko stablo temeljeno na
sistematici spojilo bi zajedno vrste roda Pseudomonas u jedan ¢vor i onda bi taj
¢vor bio spojen sa ¢vorom koji spaja sve vrste roda Aeromonas. Ovakvo stablo je
optimalno za kriterij maksimalne ustede, ali pokazuje da iako se neke vrste manje

razlikuju ne znaci nuzno da su evolucijski blize.
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Zakljucak

Filogenija je grana znanosti koja proucava evolucijske odnose medu vrstama
koji se obi¢no prikazuju filogenetskim stablom. Za rekonstrukciju filogenetskog
stabla razvijen je Citav niz metoda, a u ovom radu opisana je i implementirana
jedna od metoda koje se temelje na matrici obiljezja i na optimalnom kriteriju,
metoda maksimalne ustede.

Osnovni princip metode maksimalne ustede jest ideja da je ispravno ono stablo
koje najjednostavnije objasnjava zadani skup podataka, odnosno ono stablo koje
odrzava minimalan broj evolucijskih promjena. S obzirom da je rije¢ o NP-teSkom
problemu prilikom implementacije programskog rjeSenja koristena je optimizacija
razgranaj-ograni¢i. Vremenska i memorijska sloZzenost rijeSenja su faktorijelne jer
ova metoda trazi optimalno rjeSenje. Uz koriStenje spomenute razgranaj-ogranici
optimizacije broj stabala, koja se moraju izgraditi kako bi se odredilo optimalno
stablo, znatno se smanjuje i omogucava koristenje rieSenja na ve¢em skupu
podataka, 8-12 sekvenci. Broj sekvenci za koje rjeSenje daje izlaz u realnom
vremenu takoder ovisi o sli¢nosti medu sekvencama. Sto je broj evolucijskih
promjena medu sekvencama maniji, broj mogucih stabala pada pa se shodno tome
rieSenje moze koristiti na ve¢em skupu podataka.

Programsko rjeSenje za zadani skup sekvenci generira sva optimalna filogenetska
stabla. Testirano je na razliCitim podacima koji su sadrzavali viSestruko poravnate
sljedove dobivene sekvenciranjem razli€itih vrsti. Testiranjem je pokazano da
implementacija programskog rieSenja metode daje oCekivane rezultate koji su
matematiCki precizni s obzirom na zadani optimalni kriterij. Unatoc€ €injenici da je
za neke sekvence koje spadaju u ve¢ spomenutu Felsensteionu zonu, dobiveno
optimalno stablo evolucijski neispravno, metoda maksimalne uStede pokazala se
kao metoda koja za vecinu podataka daje bioloski ispravna i optimalna

filogenetska stabla.
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Rekonstrukcija filogenetskog stabla metodom maksimalne

ustede uz razgranaj-ogranici optimizaciju

Sazetak

Metoda maksimalne ustede, kao jedna od metoda za rekonstrukciju filogenetskog
stabla, po principu Occamove ostrice zahtjeva da rekonstruirano stablo koristi
minimalan broj mutacija potreban za objasnjenje podataka. Metoda maksimalne
uStede spada u metode koje se temelje na matrici obiljezja i na optimalnom
kriteriju. Kako je ovaj problem NP-tezak, prilikom implementacije metode koriStena
je razgranaj-ogranici optimizacija.

Programsko rjeSenje testirano je na nizu razliitih sekvenci i dobiveni su rezultati
u skladu s o€ekivanima.

Kljuéne rije€i: metoda maksimalne ustede, matrica obiljezja, razgranaj-ogranici

Phylogenetic tree reconstruction using maximum parsimony

branch-and-bound algorithm

Abstract

Maximum parsimony is a character-based method, akin to Occam's razor
principle, that infers a phylogenetic tree by minimizing the total number of
evolutionary steps required to explain a given set of data. It relies on the use of
optimality criteria. Due to the fact that this problem is an NP-hard problem, branch
and bound optimization was used in software solution.

Software solution was tested on various sets of sequences and the results were as
expected.

Keywords: maximum parsimony, character-based, branch and bound



