FUZZY CLASSIFICATION FOR ANALYSIS OF SPECIES
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Abstract: DNA Barcoding is an approach that seeks to identify species using short sequences,
mostly mitochondrial DNA. Biological systems, by their nature are stochastic, boundaries between
sequences are fuzzy, hence the need to use alternative methods that can be used for automated eva-
luation. Fuzzy set theory and fuzzy logic provides us with another way of view of the modeling un-
certainty. The combination of fuzzy logic with DNA barcoding provides a more natural classifica-
tion of biological sequences using fuzzy boundaries between species. This article demonstrates the
use of fuzzy classification of DNA barcoding in experimental sample sequences.
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. UVOD

DNA Barcoding je technika, umoznujici identifikaci a klasifikaci neznamych vzorkli pomo-
ci kratkého tseku sekvence, obvykle mitochondrialni DNA. Z hlediska evoluce dochazi v mito-
chondrialni DNA k mnohem vice mutacim nez v jaderné DNA a lze diky ni odlisit i velmi blizké
druhy na pomérné malém tseku (cca 650 bp). Molekularni evoluce je ale ze své podstaty stochas-
ticky proces, tj. hranice mezi sekvencemi jsou neostré. Proto je k automatizovanému vyhodnoceni
vyhodné vyuzit nedeterministickych metod, jako jsou pravdépodobnostni modely nebo fuzzy teorie
mnozin a fuzzy logika. Spousta fyziologickych a evoluéné vyznamnych procesi v organismu je
nahodnych nebo nejistych, pravdépodobnostni popis vsech jejich pficin je vzdy netplny a stava se
tak pouze odhadem. Kombinace fuzzy logiky spole¢né s DNA barcodingem je biologicky ptiroze-
néjsi klasifikaci sekvenci vyuZivajici neostrych hranic mezi jednotlivymi druhy. Tento ¢lanek de-
monstruje vyuziti fuzzy klasifikace v DNA barcodingu na experimentalnim vzorku sekvenci ryb,
konkrétné Actinopterygii of Churchill, ziskanych z vetejné ptistupné databaze barcode sekvenci
BOLD (http://www.barcodinglife.com). Set obsahuje 180 sekvenci 17 druhu.

. FUZZY LOGIKA

Pojem fuzzy logika poprvé pouzil profesor Lotfi A. Zadeh z Kalifornské univerzity v Berkeley
roku 1965 v ¢lanku Fuzzy sets. Inf. & Control, zabyvajicim se rozvojem modifikované teorie mno-
zin [3]. Slovo fuzzy znamena neostry, matny, mlhavy, neuréity, vagni. Odpovida tomu i to, ¢im se
fuzzy teorie zabyva: snazi se pokryt realitu v jeji nepfesnosti a neurcitosti. Je nastrojem pro mate-
maticky popis vagnich a neptesnych pojmu. V klasické teorii mnozin prvek do mnoziny patii (Gpl-
né Clenstvi v mnozin€) nebo nepatii (Zadné Clenstvi v mnozin€). Fuzzy mnozina je mnozina, ktera
kromé tplného nebo zadného ¢lenstvi ptipousti i Clenstvi ¢aste¢né. To znamena, Ze prvek patii do
mnoziny s jistou mirou ¢lenstvi, ktera je vyjadrena stupném ptislusnosti, vyjadiujicim ptislusnost k
mnozinam v rozmezi od 0 do 1, v€etn¢ obou hrani¢nich hodnot. Fuzzy logika tak umoziiuje mate-
maticky vyjadfit pojmy jako ,,malo“ nebo ,,hodn&®. Pfesné&ji, umoziuje vyjadrit ¢astecnou prislus-
nost k mnozing.



3. KLASIFIKACE ORGANISMU

Evoluéni vzdalenost u ryb Actinopterygii je poc¢itana dvéma zptsoby. Prvnim je euklidovska vzda-
lenost z vypocitanych denzit DNA (s délkou okna 30)[2] a druhym je vypocet pomoci b&zné pou-
zivané metody Jukes-Cantor (JC)[3]. Tyto vzdalenosti jsou pak normalizovany a jdou na vstup
fuzzy funkce ptislusnosti, kterou jsou zkorigovany. Vysledkem je hodnota FMF (fuzzy funkce pii-
slusnosti). Tato funkce je definované v detailu podle nasledujici rovnice 1 [4]:
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kde x je definovano jako vzdalenost dvou sekvenci nebo vzdalenost sekvence od referenénich sek-
venci jednotlivych druhti. Dva parametry ®@; a @, je tfeba odhadnout dle konkrétniho souboru dat.
Jednd se 0 maximalni vnitrodruhovou a minimalni mezidruhovou vzdalenost sekvenci. V naSem
ptipadé byl na zakladé Castého pouzivani u DNA barcodingu vybran 5. percentil pro vzdalenost
v ramci druhu a 95. pro mezidruhovou vzdalenost.

Na Obrazku 1 vidime sestrojené dva dendrogramy s vypoctem vzdalenosti sekvenci pomoci JC.
Prvni dendrogram je bez pouziti FMF. Jedna se zde o sekvence 3 druhi patficich k jednomu rodu,
coz je z prvniho dendrogramu nezietelné. Na druhém je ale vidét, ze doslo ke znacnému zjednodu-
Seni. Vzdalenosti mezi jednotlivymi zastupci stejného druhu se zkratily, ¢i Gplné vymazaly, naopak
mezi druhy jsou vzdalenosti vétsi. Zde je zfetelné rozdéleni jednotlivych druhti diky pouziti FMF.
Mimo tyto 3 hlavni skupiny lezi jesté dvé sekvence, které byly vzdalenéjsi oproti ostatnim pro svou
lisici se délku.

Obrazek 1: Srovnani dendrogramii — vlevo metodou JC bez pouziti FMF, vpravo s jejim pouzitim
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Obrazek 2: Primérné hodnoty FMF pro jednotlivé druhy s vyznac¢enou smérodatnou odchylkou

Dale jsou porovnany vysledky FMF pro jednotlivé druhy, na Obrazku 2 vlevo pro euklidovskou
vzdalenost a vpravo pro vzdalenost pomoci JC. Jsou zde vyneseny primérné hodnoty FMF v ramci
jednotlivych druhl s vyznacenou smérodatnou odchylkou. Tyto hodnoty jsou prehlednéji zazna-
menany i V Tabulce 1. Dale je zde pocet sekvenci jednotlivych druhti a pocty sekvenci, které



v ramci druhu neodpovidaji Gplné piislusnosti (FMF#1). Prislusnost ke svému druhu mensi nez
90 % maji u obou metod pouze 2 sekvence. Avsak pfi sestrojeni dendrogramu byly i tyto 2 sekven-
ce zatazeny ke svému spravnému druhu.

Tabulka 1: Porovnani JC a Euklidovké vzdalenosti

Jukes-Cantor Euklidovska vzdalenost
nézev druhu pramér | smér. ps?—:tt FMF<0, EME=1 primér | smér. pocet EMF<0.9 FMF#
FMF | odch. , 9 FMF odch | sekvenci ! 1
venci
Ammodytes hexapterus 1 0 3 0 0 1 0 3 0 0
Catostomus commersonii 1 0 8 0 0 1 0 8 0 0
Cottus cognatus 1 0 7 0 0 1 0 7 0 0
Cottus ricei 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0
Culaea inconstans 0,972 | 0,096 48 2 6 0,958 0,139 48 2 7
Cyclopterus lumpus 1 0 17 0 1 1 0 17 0 1
Gymnocanthus tricuspis 1 0 11 0 0 1 0 11 0 0
Lota lota 1 0 0 0 1 0 1 0 0
Lumpenus fabricii 1 0 0 0 1 0 0 0
Myoxocephalus 1 0 0 0 1 0 0 0
Myoxocephalus quadri- 1 0 18 0 0 1 0 18 0 0
Myoxocephalus scorpio- | 0,998 | 0,005 18 0 2 0,995 0,013 18 0 2
Myoxocephalus scorpius 1 0 4 0 0 1 0 4 0 0
Pungitius pungitius 1 0 21 0 0 1 0 21 0 1
Rhinichthys cataractae 1 0 14 0 0 1 0 14 0 2
Stichaeus punctatus 1 0 3 0 0 1 0 3 0 0
Thymallus arcticus 1 0 4 0 0 0,998 0,002 0 1

4. ZAVER

Vyuziti fuzzy funkce piislusnosti spole¢né s barcodingem se ukazalo byt uzite¢né predevsim u kla-
sifikace velmi podobnych druhti, kdy zmensuje rozdily mezi jednotlivymi zastupci v ramci druhu a
tim zvétSuje rozdily mezi jednotlivymi druhy. Z analyzy dale vyplyva, ze pouziti metody JC pro
vypocet vzdalenosti mezi sekvencemi dava mirné lepsi vysledky nez vypocet euklidovské vzdale-
nosti z denzit DNA (vzdy v8ak zalezi na volbé parametrii u samotného vypoc¢tu denzit a na typu
sekvenci). Rozdil pfed a po pouziti FMF ve vykreslenych dendrogramech je patrny ve zjednoduse-
ni struktury a jednodussi interpretaci. VSechny sekvence byly pfifazeny spravné ke svému druhu,
pouze u dvou byla hodnota podobnosti niz$i a to z divodu kratSich sekvenci o 1/6.
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