
Πολλαπλή στοίχιση - 
Φυλογένεση 

4o εργαστήριο 



MSA: Τι είναι 
•  Στοίχιση για 3 ή περισσότερες ακολουθίες. 

•  Αποκαλύπτονται οι συντηρηµένες περιοχές µεταξύ των 
ακολουθιών µιας οικογένειας. 

•  Χρειάζεται για: 
–  Δηµιουργία profiles/motifs που χαρακτηρίζουν µια επικράτεια 

(domain). 
–  Ανίχνευση συντηρηµένων DNA-binding sites σε προµότορες 
γονιδίων 

–  Φυλογένεση. 
–  Πρόβλεψη δευτεροταγούς και τριτοταγούς δοµής πρωτεϊνών. 
–  Σχεδιασµό εκφυλισµένων εκκινητών PCR 



MSA 



MSA 
•  Sum of pairs 
•  Σκοπός: η µεγιστοποίηση αυτού του score 



MSA 
•  Πολλαπλή στοίχιση µε: 

–  Δυναµικό προγραµµατισµό (dynamic programming). 
–  Με ευρετικές µεθόδους (heuristics). 

•  Προοδευτική στοίχιση (progressive alignment) 
•  Στοίχιση µε διαδοχικές βελτιώσεις (iterative alignment) 
•  Στοίχιση βασισµένη σε blocks 



ClustalW (i) 
•  Ολική στοίχιση (Needlman-Wunsch) κάθε 
πιθανού ζεύγους 

•  Πίνακας αποστάσεων (identities ή πίνακες 
Blossum/PAM). 

•  Μετατροπή των αποστάσεων σε εξελικτικές 
αποστάσεις. 

•  Δηµιουργία φυλογενετικού δένδρου - 
οδηγού (guide tree) (neighbor joining). 
–  Χαµηλότερης εµπιστοσύνης από ένα 
κανονικό φυλογενετικό δένδρο, ωστόσο 
καταδεικνύει ικανοποιητικά τις βασικές 
σχέσεις  



ClustalW (ii) 
•  Οι 2 κοντινότερες ακολουθίες στοιχίζονται 
και δηµιουργείται µια ακολουθία συναίνεσης. 

•  Με βάση το δένδρο-οδηγό, η ακολουθία 
συναίνεσης στοιχίζεται (δυναµικός 
προγραµµατισµός) µε την επόµενη πιο 
κοντινή ακολουθία ή την επόµενη πιο 
κοντινή ακολουθία συναίνεσης. 

•  Η διαδικασία επαναλαµβάνεται έως ότου 
στοιχιθούν όλες οι ακολουθίες.  



 ClustalW (iii) 

•  Ανάλογα µε την απόσταση 2 ακολουθιών στο δένδρο-οδηγό, 
χρησιµοποιείται και ο κατάλληλος πίνακας αντικατάστασης 
(Blossum62, Blossum 45) για την ολική στοίχιση κατά ζεύγη . 

•  Οι ποινές των κενών προσαρµόζονται ανάλογα µε την 
παρατηρούµενη συντήρηση µιας περιοχής και ανάλογα µε την 
δευτεροταγή δοµή. 

•  Συντελεστής βαρύτητας ανάλογα µε την εξελικτική απόσταση 2 
ακολουθιών 



Προβλήµατα της 
προοδευτικής στοίχισης 

•  Δεν ενδύκνειται για ακολουθίες µε πολύ διαφορετικά µήκη (λόγω 
ολικής στοίχισης). 

•  Η τελική πολλαπλή στοίχιση εξαρτάται από τη σειρά µε την 
οποία θα γίνουν οι επιµέρους στοιχίσεις κατά ζεύγη. 

•  Ένα αρχικό λάθος θα επηρεάσει τα υπόλοιπα στάδια της 
πολλαπλής στοίχισης. 



Alignment formats 
•  FASTA (.fa ή .fasta ή .fst) 
•  Clustal (.aln) 
•  Phylip (.phy ή .phylip) 
•  MSF (.msf) 
•  Mase (.mase) 
•  Nexus (.nxs) 
•  Συνήθως, τα alignment editors µπορούν να µετατρέψουν το ένα 

format σε άλλο. 
•  Readseq 

–  http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/readseq.cgi  



Fasta format 



Clustal format 



Phylip format 
•  Χρησιµοποιείται στο πρόγραµµα phylip για φυλογένεση 



Seaview 

•  http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html 

•  Online help 
•  http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview_data/seaview.html 



Φυλογένεση 
•  Η εκτίµηση της εξελικτικής ιστορίας γονιδίων/πρωτεϊνών ή 
οργανισµών. 

•  Η απεικόνιση αυτής της ιστορίας γίνεται µε φυλογράµµατα/
κλαδογράµµατα 



Λίγη εξέλιξη: οµολογία 
•  Οµόλογα γονίδια: κοινός εξελικτικός πρόγονος. 
Χιµαιρικές πρωτεΐνες; 

•  Ορθόλογα γονίδια: προέρχονται από ειδογένεση. 
Ουσιαστικά, ένα γονίδιο α (µεταλλαγµένο) σε δύο 
διαφορετικούς οργανισµούς. Συχνά έχουν την ίδια 
λειτουργία 

•  Παράλογα γονίδια: προέρχονται από γονιδιακό 
διπλασιασµό. Ανήκουν στην ίδια οικογένεια 

•  Ξενόλογα γονίδια: από οριζόντια µεταφορά 
 



Λίγη εξέλιξη: οµολογία (ιι) 



Στάδια φυλογενετικής ανάλυσης 
•  Εντοπισµός οµόλογων ακολουθιών 

–  Π.χ. Blast, HMMs 
•  Πολλαπλή στοίχιση 

–  Διορθώσεις στην στοίχιση 
•  Υπολογισµός φυλογενετικού δένδρου 

 



Στοιχεία ενός φυλογενετικού 
δένδρου 

•  Φύλλα (leafs) 
•  Βραχίονες (branches) 
•  Κόµβοι (nodes) 
•  Κλάδοι (clades) 



Δένδρα µε/χωρίς ρίζα  



Μέθοδοι κατασκευής δένδρων 
•  Μέθοδοι αποστάσεων 

–  Ένωση γειτόνων (neighbor joining) 
–  UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic 

averages) 
–  Λιγότερων τετραγώνων (least squares) 
–  Ελάχιστης εξέλιξης (minimum evolution) 



Μέθοδοι κατασκευής δένδρων 
•  Μέθοδοι βασισµένες σε χαρακτήρες (discrete methods). 

–  Maximum parsimony:Απαιτεί τον ελάχιστο αριθµό αντικαταστάσεων 
για την ερµηνεία των ακολουθιών 

–  Maximum likelihood: Αναζητά το εξελικτικό µονοπάτι µε την µέγιστη 
πιθανότητα για τα υπάρχοντα δεδοµένα 



Αξιολόγηση του δένδρου 
•  Bootstrap: 

–  Τυχαία δειγµατοληψία θέσεων της πολλαπλής στοίχισης. 
–  Μια θέση µπορεί να επιλεγεί περισσότερες από µια φορές ή και 
καµία. 

–  Δηµιουργία µιας νέας αλλαγµένης πολλαπλής στοίχισης  
–  Η διαδικασία επαναλαµβάνεται 100-1000 φορές. 
–  Για κάθε νέα πολλαπλή στοίχιση, υπολογίζεται το δένδρο. 
–  Τα νέα δένδρα συγχωνεύονται σε ένα νέο δένδρο (consensus tree). 
–  Boostrap -> συχνότητα εµφάνισης ενός κόµβου. 
–  Bootstrap 70% -> 95% εµπιστοσύνη. 
–  Αν η µεθοδολογία δηµιουργίας του δένδρου είναι λάθος, µπορεί να 
πάρουµε υψηλές τιµές bootstrap για το λάθος δένδρο.  



bootstrap 



 Άσκηση (1) 
•  1) Βρείτε την πρωτεϊνική ακολουθία του human estrogen 

receptor alpha (Uniprot id: P03372) σε µορφή FASTA. 
•  2) Με την ακολουθία αυτή (P03372), βρείτε τις οµόλογες 
πρωτεϊνικές ακολουθίες της, στη Drosophila melanogaster και 
στον άνθρωπο, µε τη βοήθεια του PSI-BLAST. Κάνετε το PSI-
Blast στην ιστοσελίδα του NCBI, χρησιµοποιώντας την 
Swissprot, expectation value 1e-10 και low-complexity filtering. 
Επαναλάβετε τους κύκλους του PSI-blast µέχρι να συγκλίνει ο 
αλγόριθµος. 

•  3) Αποθηκεύεστε σε ένα αρχείο (µε όνοµα sequences.fasta) µε 
µορφή FASTA τις ακολουθίες από την παραπάνω αναζήτηση.  



Αποθήκευση ακολουθιών από 
το Blast 

•  Select all 
•  Get selected sequences 



Αποθήκευση ακολουθιών από 
το Blast 

•  Send to -> 
•  File -> 
•  Format: FASTA -> 
•  Creat file 



Seaview 
•  ‘Κατεβάστε’ το seaview (MS Windows self-extractible archive) από την διεύθυνση 
http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html 
 

•  Online help για το πρόγραµµα θα βρείτε στην διεύθυνση 
http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview_data/seaview.html 
 
 



 Άσκηση (2) 
•  Από το  Psi-Blast δηµιουργήθηκε ένα αρχείο (sequences.fasta) µε τις οµόλογες 

ακολουθίες που βρήκατε. 
•  Φορτώστε το αρχείο (sequences.fasta) στο πρόγραµµα Seaview. 

–  File -> Open -> Fasta 
–  Η απλά τραβήξτε το αρχείο µέσα στο seaview. 

•  Αλλάξτε το όνοµα των ακολουθιών. 
–  Επιλέξτε την ακολουθία -> Edit -> Rename sequence. 

•  Κάνετε πολλαπλή στοίχιση των ακολουθιών µε το πρόγραµµα muscle. 
–  Align -> alignment options -> muscle 
–  Align -> Align all 
 



Άσκηση (3) 
Αποµακρύνετε τις περιοχές που δεν είναι συντηρηµένες 

•  Για να κάνετε Editing την πολλαπλή στοίχιση: 
–  Props-> allow seq. editing 
–  Eπιλέξτε τις ακολουθίες που θέλετε να τροποποιήσετε (σε αυτό το παράδειγµα 

επιλέξτε όλες τις ακολουθίες). 
–  Τοποθετήστε τον κέρσορα µέσα στην πολλαπλή στοίχιση (σε περιοχή που θέλετε να 

διαγράψετε) και χρησιµοποιήστε το πλήκτρο delete. 

Δηµιουργήστε το φυλογενετικό δένδρο µε τη µέθοδο Neighbor joining & 100 Boostraps. 
•  Trees -> Distance Methods -> NJ (Poisson, ignore all gap sites, bootstrap 100). 
•  Στην προηγούµενη εργαστηριακή άσκηση το human estrogen receptor alpha & το Seven-up 

από τη Drosophila δεν ήταν τα καλύτερα ανταποδοτικά χτυπήµατα του Blast. Μπορείτε να 
καταλάβετε από το φυλογενετικό δένδρο γιατί συνέβη αυτό; 


