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Cwiczenia nr 4.

Programy komputerowe stosowane do analizy danych
molekularnych

Istnieje ogromna liczba programow stuzacych do analizy danych molekularnych. Wiele z nich
zostato napisanych tylko dla jednej, konkretnej metody i dlatego znajdujg zastosowanie jedynie w
wyspecjalizowanych analizach. Jednak nawet liczba programow oferujacych wiele metod jest
znaczna i caly czas pojawiajg si¢ nowe, co stanowi zrodlo zamieszania i wielu frustracji. Ponize;j
przedstawiono dwa programy, ktore ze wzgledu na tatwos¢ uzycia i szeroki wachlarz
oferowanych metod uznali$my za najbardziej przydatne i najbardziej reprezentatywne (stan:
listopad 2011 r.).

l. Arlequin — analiza allelicznych danych populacyjnych

Arlequin pozwala na analizy genetyczno-populacyjne wszelkich typow danych molekularnych:
allozymow, mikrosatelitow, polimorfizmow pojedynczych nukleotydow (SNP), markerow
dominujacych RAPD i AFLP, wzorcow cigcia enzymami restrykcyjnymi (RFLP) oraz sekwencji
DNA.

W przygotowanym pliku znajduja si¢ dane o genotypach 4 genow MHC II w 7 populacjach
traszki gorskiej z Polski.

Za pomocg programu Arlequin obliczymy wartosci Fsr dla kazdej pary populacji i sprawdzimy
ich istotno$¢ statystyczna. Fsr to miara zréznicowania genetycznego populacji, wyrazana jako
wariancja czestosci alleli migdzy populacjami; przyjmuje wartosci od 0 do 1, 0 oznacza zupetny
brak zréznicowania migdzy populacjami. Hipoteze zerowa iz Fsr = 0 Arlequin testuje testami
randomizacyjnymi.

Prawo Hardy’ego-Weinberga mowi iz w nieskonczenie duzej populacji organizmow
rozmnazajacych si¢ ptciowo, gdy kojarzenie jest losowe, pokolenia nie zachodzg na siebie, brak
jest mutacji, migracji oraz doboru naturalnego lub tez te trzy czynniki rownowazg si¢, czgstosci
alleli 1 genotypow nie bedg zmieniaty si¢ z pokolenia na pokolenie, a czestosci genotypdw mozna
obliczy¢ znajac czestosci alleli.

W populacjach naturalnych zazwyczaj obserwuje si¢ dobra zgodnos$¢ obserwowanej czestosci
genotypdw z oczekiwanymi z prawa Hardy’ego-Weinberga. Dzieje si¢ tak dlatego, iz jedno
pokolenie losowego kojarzenia przywraca zgodno$¢ czgstosci obserwowanych i oczekiwanych,
podczas gdy czynniki wywotujace odchylenia, jak dryf genetyczny czy dobor naturalny dziataja
zazwyczaj w dluzszej skali czasowej. A zatem moze by¢ tak, ze czestosci alleli zmieniajg si¢ z
pokolenia na pokolenie lecz jezeli tylko kojarzenia sg losowe, w kazdym pokoleniu bedziemy
obserwowac¢ zgodnos$¢ z prawem Hardy’ego-Weinberga. Hipotezg o braku odchylen od
rownowagi Hardy’ego-Weinberga testujemy symulacjami Monte Carlo. Program generuje proby
o liczebnosci i czgstosciach alleli takich jak w naszych danych, lecz przy zalozeniu rownowagi
Hardy’ego-Weinberga i sprawdza w jakiej czgsci z tych prob odchylenia od wartos$ci
oczekiwanych beda wigksze niz dla naszych danych. Na podstawie tego wyniku oblicza istotnos¢
statystyczna testu.

Omowione wyzej procedury to standardowe pierwsze kroki w analizie danych allelicznych.

1. Uruchom program WinArl35 i w karcie ‘Arlequin configuration’ ODZNACZ ‘XML Output’.
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2. Wybierz Open Project i otworz projekt ‘Tg MHC.arp’
3. Przejdz do zaktadki ‘Settings’ i ustaw odpowiednie parametry jak ponizej:
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%+ Arlequin 3.5.1.2 [Dz/
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4. Nacisnij ‘Run’, postep obliczen wida¢ w lewym dolnym brzegu okienka.

5. Po ukonczeniu obliczen wyniki zostang zapisane w folderze Tg MHC.res w kilku plikach, w
przegladarce otwieramy Tg MHC main.htm.

6. Odpowiedz na pytania:

4

e miedzy ktorymi populacjami Fgr jest najwieksze?

e miedzy ktérymi populacjami Fgr nie jest istotne statystycznie, co to oznacza ze
statystycznego a co z biologicznego punktu widzenia?

e miedzy ktorymi populacjami zr6znicowanie czestoSci genotypow jest statystycznie
istotne?

L]

w czesci ‘Hardy-Weinberg equilibrium’ dla kazdej populacji porownaj obserwowane
(Obs. Het.) oczekiwane (Exp. Het.) heterozygotycznosci oraz wyniki testow na

3z6
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réwnowage Hardy’ego-Weinberga (P-value) dla poszczegdlnych loci w poszczegolnych
populacjach? Czy wszystkie loci we wszystkich populacjach s3 w rownowadze
Hardy’ego-Weinberga? A jezeli nie to gdzie mamy odchylenia? O czym mogg one
swiadczy¢

e w czesci ‘Summary of computations done within populations’ poréwnaj liczbe alleli w
poszczegdlnych loci, 0 czym mogg §wiadczy¢ obserwowane drastyczne roznice?
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I1. MEGADS - analiza sekwencji DNA

Program MEGAS uzywany jest do konstrukeji i rysowania drzew filogenetycznych, szacowania
dywergencji sekwencji, testowania dziatania doboru naturalnego na sekwencje kwasow
nukleinowych i biatek. Jest nowoczesnym 1 elastycznym, a przy tym bardzo prostym w uzyciu
narzedziem.

W ¢wiczeniu bedziemy analizowa¢ 10 sekwencji fragmentu genu NCX (koduje wymiennik
jonowy wapn-sdd) u traszki zwyczajnej, karpackiej i grzebieniastej. Obejrzymy sekwencje
nukleotydow i aminokwasow oraz skonstruujemy drzewo filogenetyczne obrazujace ich
podobienstwa/pokrewienstwa.

1. Uruchom program Mega4
2. Wybierz File -> Open A File/Session...
3. Otworz plik NCX.meg

4. Kliknij przycisk ' _**

5., Plik pojawi si¢ w oknie przegladarki, kropki oznaczaja ze dany nukleotyd jest identyczny we
wszystkich sekwencjach. Aby zobaczy¢ calg dlugos¢ sekwencji przewijaj w oknie

6. Kliknij przycisk s , przetacza on migdzy widokiem z kropkami a widokiem wszystkich
sekwencji

7. Klikaj teraz przyciski z tej grupy Cl ‘F.Fl Pll 8 | 0 | 2 | 4|
C — pods$wietla miejsca niezmienne
V — pods$wietla miejsca zmienne
S — podswietla mutacje wystgpujace jedynie raz w zbiorze danych
0 — pods$wietla miejsca niezdegenerowane, czyli takie w ktorych dowolna zmiana
spowoduje zmian¢ aminokwasu
2 — podswietla miejsca dwukrotnie zdegenerowane, czyli takie w ktorych tylko niektore
zmiany spowodujg zmiang aminokwasu
4 — podswietla miejsca czterokrotnie zdegenerowane, czyli takie w ktoérych zadna zmiana
nie spowoduje zmiany aminokwasu

W ktorej z kategorii jest najmniej miejsc zmiennych? O czym to §wiadczy?

8. Kliknij przycisk UL'E:PI‘EL spowoduje to wyswietlenie sekwencji aminokwasdéw zamiast
nukleotydow, czy zmienno$¢ aminokwasow jest taka sama, wigksza czy mniejsza niz
zmienno$¢ nukleotydow? O czym to $wiadczy?

9. Zamknij okno ‘Data Explorer’

10. Wybierz z gtbwnego Menu: Phylogeny -> Construct/Test Neighbor Joining Tree...

1 ustaw parametry nastepujaco:



Techniki molekularne ¢w. 4

¥ M5: Analysis Preferences

Options Summary

=10l x|

Statistical Method
Phylogeny Test
Test of Phylogeny

Option Selection |
Analysiz Phylogeny Reconstuction
Scope Al Selected Tara

Meighbor-jaining

Boatzstrap method

6z6
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11. Kliknij ‘Compute’, po krotkiej chwili w nowym oknie pokaze si¢ skonstruowane drzewo. Co
mowia nam dtugosci gatezi a co liczby nad niektorymi galeziami?

12. Przyciskami po lewej stronie i u gory ekranu mozesz manipulowaé wygladem drzewa, zwr6¢
uwagg ze caly czas jest to samo drzewo, zmienia si¢ jedynie sposob jego graficznej prezentacji.
13. Skonstruuj drzewo Neighbor-Joining uzywajac procentu réznic aminokwasowych jako miary
odleglosci genetycznej. Czy otrzymane drzewo rdzni si¢ od tego uzyskanego z sekwencji
nukleotydow? Dlaczego?



