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m et h o d s t h at s c al e t o  ultr a-l ar g e  d at a s et s.   E  P A- n g-  S  C  A  M  P  P a n d  p pl a c er-  S  C  A  M  P  P ar e  a v ail a bl e  at  htt p s:// git h u b. c o  m/ c hr y 0 4/

P L  U  S pl a c er.

I n d e x   T er  m s   —P h yl o g e n eti c  pl a c e  m e nt,   m a xi  m u  m li k eli h o o d,  p h yl o g e n eti c s,  p pl a c er,   E  P A- n g

Ç

1   I N T  R  O  D  U  C TI  O  N

P H  Y L  O  G E  N E TI  C pl a c e  m e nt   i s   t h e     p r o c e s s    of   t a ki n g    a
s e q u e n c e ( c all e d  a  “ q u e r y s e q u e n c e ”)  a n d  a d di n g it i nt o

a    p h yl o g e n eti c   t r e e   ( c all e d   t h e   “ b a c k b o n e   t r e e ”).    T h e s e
m et h o d s  a r e    u s e d  f o r  t a x o n o  mi c  i d e nti fi c ati o n,   o bt ai ni n g
mi c r o bi o  m e    p r o fil e s,  a n d  bi o di v e r sit y  a s s e s s  m e nt  [ 1],  [ 2],
[ 3], [ 4], [ 5], [ 6].  F u rt h e r  m o r e,   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt c a n  b e
u s e d t o   u p d at e  v e r y l a r g e   p h yl o g e ni e s [ 7],   w h e r e t h e y  off e r
a  c o  m p ut ati o n all y  f e a si bl e  a p p r o a c h  i n  c o  m p a ri s o n  t o   de
n o v o   p h yl o g e n y  e sti  m ati o n  (  w hi c h  i s    N P- h a r d  i n    m o st  f o r-
m ul ati o n s).   T h e s e t  w o   diff e r e nt a p pli c ati o n s of   p h yl o g e n eti c
pl a c e  m e nt – t a x o n o  mi c i d e nti fi c ati o n  of r e a d s i n a n e n vi r o n-
m e nt al s a  m pl e  a n d l a r g e- s c al e   p h yl o g e n y e sti  m ati o n  –   p r e s-
e nt    diff e r e nt   s c al a bilit y   c h all e n g e s:  t h e    fi r st  r e q ui r e s  t h e
a bilit y t o   p r o c e s s    m a n y  r e a d s,   p ot e nti all y    milli o n s,  a n d t h e
s e c o n d  r e q ui r e s  t h e   a bilit y  t o   a d d   q u e r y  s e q u e n c e s  i nt o
i n c r e a si n gl y  l a r g e  t r e e s.  I n  t hi s   p a p e r,    w e    m ai nl y  c o n si d e r
t h e  s c al a bilit y  c h all e n g e s  i n   u si n g   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt
t o a d d  q u e r y s e q u e n c e s i nt o l a r g e t r e e s.

P h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt  b a s e d  o n  o pti  mi zi n g  t h e    m a xi-
m u  m   li k eli h o o d   s c o r e   i s    a    n at u r al    a p p r o a c h,    a n d   i s
e  m pl o y e d  i n    p pl a c e r  [ 8],    E P  A  [ 9],   a n d    E P  A- n g  [ 1 0]  ( a n
i  m p r o v e d  v e r si o n  of   E P  A).   T h e s e li k eli h o o d- b a s e d   p h yl o g e-
n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d s  h a v e  g e n e r all y  b e e n f o u n d t o  h a v e

e x c ell e nt   a c c u r a c y   b ut   c a n   b e   c o  m p ut ati o n all y  i nt e n si v e
w h e n   pl a ci n g i nt o l a r g e t r e e s,   d u e t o t h ei r   u s e  of li k eli h o o d
c al c ul ati o n s.    A n ot h e r  li  mit ati o n  of  li k eli h o o d- b a s e d   pl a c e-
m e nt    m et h o d s  i s  t h at  t h e y    d e p e n d  o n    m ulti pl e  s e q u e n c e
ali g n  m e nt s,    w hi c h  c a n  r e d u c e  t h ei r  a p pli c a bilit y  a n d  al s o
i n c r e a s e t h e c o  m p ut ati o n al eff o rt i n   u si n g t h e   m et h o d s.

Ot h e r   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d s  h a v e  b e e n   d e v el-
o p e d  t h at  e n a bl e   p ot e nti all y  g r e at e r  s c al a bilit y  a n d  s p e e d.
R  A P P  A S [ 1 1]  a n d   A p p- S p a   M [ 1 2]  b ot h f o c u s  o n   pl a c e  m e nt
f o r   u n ali g n e d q u e r y s e q u e n c e s.   R  A P P  A S i n   p a rti c ul a r s h o  w s
p r o  mi s e i n s c al a bilit y t o l a r g e b a c k b o n e s si n c e it  u s e s k-  m e r s.
H o  w e v e r,  b ot h    A p p- S p a   M  a n d   R  A P P  A S    w e r e  r e p o rt e d  a s
b ei n g l e s s  a c c u r at e  t h a n   p pl a c e r  [ 1 1],  [ 1 2].   A P P L E S  [ 7] i s  a
di st a n c e- b a s e d a p p r o a c h t o   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt t h at  h a s
s h o  w n   p a rti c ul a rl y  g o o d  s c al a bilit y, i n cl u di n g  t o  b a c k b o n e
t r e e s    wit h   u p  t o  2 0 0, 0 0 0  s e q u e n c e s.    A P P L E S- 2  [ 1 3],  a  n e  w
v e r si o n  of   A P P L E S,  h a s s u b s e q u e ntl y  b e e n   d e v el o p e d   u si n g
a    di vi d e- a n d- c o n q u e r   st r at e g y   t o   s u b st a nti all y   i  m p r o v e
u p o n t h e  a c c u r a c y  a n d s p e e d  of   A P P L E S   w hil e   m ai nt ai ni n g
it s  s c al a bilit y.    H o  w e v e r,  alt h o u g h    A P P L E S  a n d    A P P L E S- 2
c a n  b ot h  s c al e  t o  v e r y  l a r g e  b a c k b o n e  t r e e s,  t h e    m a xi  m u  m
li k eli h o o d- b a s e d    pl a c e  m e nt    m et h o d s    p r o vi d e  b ett e r  a c c u-
r a c y o n t h o s e   d at a s et s o n   w hi c h t h e y c a n r u n [ 1 3].

T h u s,    m a xi  m u  m li k eli h o o d  p h yl o g e n eti c  pl a c e  m e nt    m et h-
o d s h a v e a c c ur a c y a d v a nt a g e s o v er alt er n ati v e a p pr o a c h e s, b ut
m a n y  st u di e s  h a v e  r e stri ct e d t  h e s e    m et h o d s,  s u c h  a s  p pl a c er,
t o r el ati v el y s  m all  b a c k b o n e tr e e s   d u e t o  a c o  m bi n ati o n  of r e a-
s o n s,  i n cl u di n g  li  mit ati o n s  i n   c o  m p ut ati o n al  r e s o ur c e s   a n d
p ot e nti all y  n u  m eri c  i s s u e s  ( s e e  f urt h er   di s c u s si o n  i n  S u p pl e-
m e nt ar y   M at eri al s,   w hi c h c a n  b e f o u n d  o n t h e   C o  m p ut er S o ci-
et y     Di git al    Li br ar y   at   htt p: / / d oi.i e e e c o  m p ut er s o ci et y. or g /
1 0. 1 1 0 9 / T  C B B. 2 0 2 2. 3 1 7 0 3 8 6, S e cti o n S 5).   Of t h e ot h er   m et h o d s,
A P P L E S- 2   m a y b e t h e   m o st s c al a bl e a n d p er h a p s   m o st a c c ur at e
m et h o d,  b ut  h a s  r e d u c e d  a c c ur a c y  c o  m p ar e d  t o  p pl a c er  a n d
h a s  n ot  b e e n  e xt e n si v el y st u di e d . I n  p arti c ul ar,   A P P L E S- 2  h a s
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n ot   b e e n   e x a  mi n e d   f or   a c c ur a c y   i n   pl a ci n g   fr a g  m e nt ar y
s e q u e n c e s.

T o  e n a bl e    p pl a c e r,    E P  A- n g,  a n d  ot h e r  c o  m p ut ati o n all y
i nt e n si v e li k eli h o o d- b a s e d   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d s
t o  b e   u s e d  o n l a r g e r  b a c k b o n e t r e e s,   w e  h a v e   d e v el o p e d t h e
S  C  A   M P P   (i. e.,    “ S  C ali n g     Ali g n   M e nt- b a s e d     P h yl o g e n eti c
Pl a c e  m e nt ”)  f r a  m e  w o r k,    w hi c h    w e   n o  w    d e s c ri b e.    R at h e r
t h a n  att e  m pti n g t o   fi n d t h e  b e st l o c ati o n i n t h e  e nti r e  b a c k-
b o n e  t r e e  i nt o    w hi c h    w e  i n s e rt  t h e   q u er y  s e q u e n c e,  t h e
S  C  A   M P P  f r a  m e  w o r k   u s e s  a n  i nf o r  m e d  st r at e g y  t o  s el e ct  a
s u bt r e e  of t h e  b a c k b o n e t r e e,   pl a c e s t h e  q u er y s e q u e n c e i nt o
t h at  s u bt r e e   u si n g t h e  s el e ct e d   pl a c e  m e nt   m et h o d,  a n d t h e n
i d e nti fi e s t h e c o rr e ct l o c ati o n i n t h e  b a c k b o n e t r e e a s s o ci at e d
wit h  t h at  l o c ati o n.    U si n g  t h e   S  C  A   M P P  f r a  m e  w or k    wit h
p pl a c e r   yi el d s     p pl a c er- S  C  A   M P P   a n d   si  mil a rl y,     E P  A- n g
yi el d s    E P  A- n g- S  C  A   M P P,   b ut   a n y   st a n d ar d    p h yl o g e n eti c
pl a c e  m e nt    m et h o d t h at   u s e s  ali g n e d  s e q u e n c e s  c a n  b e   u s e d
wit hi n  S  C  A   M P P.   T h e  S  C  A   M P P f r a  m e  w or k t h u s  e xt e n d s t h e
p r o vi d e d  p h yl o g e n eti c  pl a c e  m e nt   m et h o d t o e n a bl e it t o s c al e
t o  l a r g e r  b a c k b o n e  t r e e s  a n d   d o e s  n ot  c h a n g e  t h e    m et h o d
w h e n  t h e  b a c k b o n e  t r e e i s  s  m all  e n o u g h.   T hi s  a p pr o a c h  t o
p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt f o c u s e s  o n   pl a c e  m e nt l o c all y   wit hi n
a  s u bt r e e  of  t h e  b a c k b o n e  t r e e,  r at h e r  t h a n  s e a r c hi n g  t h e
e nti r e b a c k b o n e t r e e f or   w h er e t o  pl a c e t h e q u e r y s e q u e n c e.

O ur  e x p eri  m e nt al  st u d y,  u si n g  b ot h  bi ol o gi c al  a n d  si  m u-
l at e d   d at a s et s,  s h o  w s  t h at  t h e  S  C  A   M P P  fr a  m e  w or k  e n a bl e s
p pl a c er  a n d   E P  A- n g t o  b e  u s e d   wit h l ar g e  b a c k b o n e tr e e s  a n d
m ai nt ai n s t h eir a c c ur a c y  o n t h o s e   d at a s et s  o n   w hi c h t h e  pl a c e-
m e nt    m et h o d s  c a n  r u n,    w hil e  r e d u ci n g  r u nti  m e  a n d   p e a k
m e  m or y  u s a g e.   A  p arti c ul ar o ut c o  m e of o ur st u d y i s t h at   E P  A-
n g- S  C  A   M P P  a n d  p pl a c er- S  C  A   M P P  c a n  pl a c e  i nt o  b a c k b o n e
tr e e s    wit h   2 0 0, 0 0 0  l e a v e s    wit h   a c c ur a c y  t h at  i  m pr o v e s   o n
A P P L E S- 2,  t h e  pri or  l e a di n g    m et h o d  f or  p h yl o g e n eti c  pl a c e-
m e nt o n l ar g e b a c k b o n e tr e e s. F urt h er  m or e, alt h o u g h   A P P L E S-
2 r e  m ai n s  g e n er all y t h e f a st e st of t h e s e   m et h o d s, t h e   diff er e n c e
i n  r u n ni n g  ti  m e  b et  w e e n  p pl a c er- S  C  A   M P P  a n d   A P P L E S- 2 i s
r el ati v el y  s  m all  o n t h e l ar g e st   d at a s et s,  a n d  p pl a c er- S  C  A   M P P
i s f a st er t h a n   A P P L E S- 2   w h e n  pl a ci n g fr a g  m e nt ar y s e q u e n c e s
i nt o t h e l ar g e st  b a c k b o n e tr e e s.   T h u s, t h e S  C  A   M P P fr a  m e  w or k
n ot   o nl y   e n a bl e s   ali g n  m e nt- b a s e d   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt
m et h o d s t o  s c al e  gr a c ef ull y t o l ar g e   d at a s et s,  b ut it s  u s e   wit h
p pl a c er  pr o vi d e s t h e  b e st  a c c ur a c y  of  all t h e  e xi sti n g  p h yl o g e-
n eti c pl a c e  m e nt   m et h o d s   w e e x pl or e.

2   T H  E S  C  A  M  P  P   F R  A  M  E   W  O  R  K

2. 1     O v er vi e  w

T h e  S  C  A   M P P  f r a  m e  w o r k  i s   d e si g n e d  t o    w o r k    wit h  a   p r o-
vi d e d   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d  F  ,   u n d e r t h e f oll o  w-
i n g  b a si c  a s s u  m pti o n s  a b o ut F  .   T h e i n p ut t o F   i s ( a) T  , t h e
“ b a c k b o n e  t r e e ”,    w hi c h  i s   a n    u n r o ot e d   bi n a r y  t r e e    wit h
n u  m e ri c   p a r a  m et e r s (i n cl u di n g  b r a n c h l e n gt h s) f o r it s s p e ci-
fi e d    m o d el   of   s e q u e n c e   e v ol uti o n,  ( b)   a   s et   Q   of   q u e r y
s e q u e n c e s,  a n d  ( c)  a    m ulti pl e  s e q u e n c e  ali g n  m e nt   of  t h e
s e q u e n c e s at t h e l e a v e s  of t h e t r e e a n d t h e  q u e r y s e q u e n c e s.

F o r  e a c h  q u e r y  s e q u e n c e,  F   r et u r n s  a n  o ut p ut j pl a c e   fil e
[ 1 4], c o n si sti n g  of   m ulti pl e   p o s si bl e   pl a c e  m e nt e d g e s   wit hi n
t h e t r e e,  e a c h   wit h  a  c o r r e s p o n di n g   di st al l e n gt h, li k eli h o o d
w ei g ht r ati o, li k eli h o o d, a n d  p e n d a nt b r a n c h l e n gt h.  T h e o ut-
p ut c a n b e  u s e d t o i d e ntif y a si n gl e e d g e i nt o   w hi c h t h e q u e r y
s e q u e n c e  s h o ul d  b e   pl a c e d,  a s    w ell  a s  t o   p r o d u c e  s u p p o rt

st ati sti c s  a b o ut  e d g e   pl a c e  m e nt s.   T h e st ati sti c al s u p p o rt  v al-
u e s   a r e    u s ef ul  f o r    m et a g e n o  mi c  t a x o n  i d e nti fi c ati o n   a n d
a b u n d a n c e   p r o fili n g ( e. g., a s   u s e d i n   TI P P [ 3] a n d   TI P P 2 [ 4]).
H o  w e v e r, t h e o ut p ut of t h e si n gl e b e st   pl a c e  m e nt i s al s o r el e-
v a nt   w h e n   u si n g   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt f o r t h e   p u r p o s e  of
i n c r e  m e nt all y b uil di n g a l a r g e t r e e, a s  di s c u s s e d i n [ 7].

I n t hi s  st u d y,   w e f o c u s  o n t h e   u s e  of   p h yl o g e n eti c   pl a c e-
m e nt t o i d e ntif y  a si n gl e  b e st  e d g e   wit hi n t h e  b a c k b o n e t r e e
f o r  a  si n gl e  q u e r y  s e q u e n c e;  t hi s  i s  a n  a p pli c ati o n  t h at  c a n
b e    u s e d   b ot h  f o r  a d di n g  s e q u e n c e s  i nt o   v e r y  l a r g e  t r e e s
( e. g., i n c r e  m e nt all y  b uil di n g a  g e n e t r e e) a s   w ell a s f o r t a x o n
i d e nti fi c ati o n.

H e r e    w e   d e s c ri b e  t h e  S  C  A   M P P  f r a  m e  w o r k  f o r   u s e    wit h
a n y  gi v e n   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d  F  ,   w h e n   pl a ci n g
a  si n gl e  q u e r y  s e q u e n c e  f r o  m  Q  ;    w e  n ot e  t h at  i n s e rti n g  all
t h e s e q u e n c e s i n Q   c a n  b e   p e rf o r  m e d i n d e p e n d e ntl y,  a n d s o
t hi s    d e s c ri pti o n    will  s uf fi c e  t o    d e fi n e  t h e  f r a  m e  w o r k.    W e
al s o   d e s c ri b e  t h e  S  C  A   M P P  f r a  m e  w o r k  f o r  t h e   G e n e r ali z e d
Ti  m e   R e v e r si bl e (  G T  R) [ 1 5]    m o d el f o r  n u cl e oti d e  e v ol uti o n
wit h  g a  m  m a- di st ri b ut e d r at e s a c r o s s sit e s,  n oti n g t h at   m o di-
fi c ati o n s  t o  t hi s  a p p r o a c h  f o r   ot h e r    m o d el s  ( e. g.,    p r ot ei n
m o d el s) i s t ri vi al.   T h e i n p ut t o t h e  S  C  A   M P P f r a  m e  w o r k  h a s
t  w o  al g o rit h  mi c   p a r a  m et e r s,   w hi c h  a r e  F   (t h e   p h yl o g e n eti c
pl a c e  m e nt   m et h o d)  a n d   B  , t h e   m a xi  m u  m si z e f o r t h e   pl a c e-
m e nt  s u bt r e e.   T h e r e  m ai ni n g   p a r a  m et e r s  a r e t h e   u s u al  o n e s
gi v e n t o li k eli h o o d- b a s e d   pl a c e  m e nt   m et h o d s, a n d a r e:

T  , a n   u n r o ot e d t r e e   wit h  n u  m e ri c s u b stit uti o n   m o d el
( e. g.,   G T  R)   p a r a  m et e r s ( e. g.,  b r a n c h l e n gt h s, s u b stit u-
ti o n  r at e    m at ri x,  st ati o n a r y   di st ri b uti o n,  g a  m  m a   di s-
t ri b uti o n),    wit h  S   t h e  s et  of  s e q u e n c e s  l a b elli n g  t h e
l e a v e s  of T
q : t h e  q u e r y s e q u e n c e t o  b e i n s e rt e d i nt o T
A  : t h e   m ulti pl e s e q u e n c e ali g n  m e nt  o n S  [  f  q g

W h e n   w e   u s e  S  C  A   M P P   wit h   F  ,   w e r ef e r t o t h e  c o  m bi n a-
ti o n a s F  - S  C  A   M P P;  h e n c e,   E P  A- n g- S  C  A   M P P r ef e r s t o   u si n g
S  C  A   M P P   wit h t h e   E P  A- n g   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d,
p pl a c e r- S  C  A   M P P r ef e r s t o   u si n g S  C  A   M P P   wit h   p pl a c e r, et c.
At  a  hi g h  l e v el,  o u r  t h r e e- st a g e  t e c h ni q u e  f o r   F  - S  C  A   M P P
o p e r at e s a s f oll o  w s ( s e e Fi g. 1):

St a g e  1:   A s u bt r e e  T 0 of  T   i s i d e nti fi e d ( d e fi n e d  b y it s
s et  S 0 of  l e a v e s),    wit h  t h e  r e st ri cti o n  t h at   T 0 c a n n ot
c o nt ai n   m o r e t h a n  B   l e a v e s.   T hi s i s r ef e r r e d t o  a s t h e
“ pl a c e  m e nt t r e e ”.
St a g e  2:    W e  a p pl y   F   t o  T 0;  t hi s  r et u r n s  a j pl a c e   fil e
wit h  t h e  s et  of  t h e  e d g e s  s el e ct e d  b y   F   f o r  h a vi n g
g o o d li k eli h o o d s c o r e s f o r t h e  q u e r y s e q u e n c e.
St a g e 3:  F o r e a c h e d g e  e 0 i n t h e j pl a c e   fil e,   w e   fi n d t h e
a s s o ci at e d e d g e  e  i n T  .

T h e  o ut p ut  i s  t h e r ef o r e  a  j pl a c e    fil e  c o nt ai ni n g  all  t h e
p ot e nti al   pl a c e  m e nt  e d g e s  a n d  t h ei r  a s s o ci at e d  li k eli h o o d
s c o r e s.    W e  st u d y t h e  S  C  A   M P P f r a  m e  w o r k i n t h e  c o nt e xt  of
fi n di n g  t h e  si n gl e  b e st    pl a c e  m e nt,  b ut  t h e  o ut p ut  c a n  b e
u s e d   m o r e  g e n e r all y.

I n    w h at  f oll o  w s,    w e    will  a s s u  m e  t h at  t h e  b a c k b o n e  t r e e
h a s  n  l e a v e s a n d t h at t h e s e q u e n c e ali g n  m e nt  h a s l e n gt h k .

2. 2     St a g e  1

T h e i n p ut t o  St a g e  1 i n cl u d e s t h e  v al u e f o r   B  ,   w hi c h   d e fi n e s
t h e  si z e  of  t h e   pl a c e  m e nt  s u bt r e e,  a s    w ell  a s  t h e  b a c k b o n e
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t r e e  T  .    N ot e  t h at if t h e  b a c k b o n e  t r e e i s  s  m all  e n o u g h  (i. e.,
h a s  at    m o st   B   l e a v e s),  t h e n  t h e  S  C  A   M P P  f r a  m e  w o r k  j u st
d ef a ult s  t o  t h e  s el e ct e d    p h yl o g e n eti c    pl a c e  m e nt    m et h o d;
h e n c e  t hi s  al g o rit h  m  o nl y  a p pli e s    w h e n  t h e  b a c k b o n e  t r e e
h a s   m o r e t h a n  B   l e a v e s.

T h e   fi r st st a g e  n e e d s t o s el e ct t h e s u bt r e e  of   B   l e a v e s i nt o
w hi c h t o   pl a c e t h e  q u e r y s e q u e n c e.   T h e   fi r st st e p i s t o   fi n d  a
cl o s e st  l e af  l  ( d e fi n e d  b y  t h e    H a  m  mi n g   di st a n c e,    w hi c h  i s
n u  m b e r  of  sit e s   w h e r e t h e t  w o  s e q u e n c e s  a r e   diff e r e nt (i. e.,
b ot h  h a v e   diff e r e nt l ett e r s  o r  o n e i s  g a p p e d  a n d t h e  ot h e r i s
n ot).   T hi s i s   m o di fi e d   w h e n t h e  q u e r y s e q u e n c e i s i d e nti fi e d
a s  a  f r a g  m e nt  b y  t h e   u s e r,  i n    w hi c h  c a s e  t h e  c al c ul ati o n  i s
p e rf o r  m e d   aft e r  r e  m o vi n g  t h e  l e a di n g   a n d  t r aili n g   g a p s.
T hi s  c al c ul ati o n  t a k e s   O  ðn k Þ  ti  m e.    W e  c all  t hi s  cl o s e st  l e af
t h e “ n e a r e st t a x o n ” t o t h e  q u e r y s e q u e n c e.

O n c e  t h e  l e af   l  i s  f o u n d,    w e  s el e ct  t h e  B   1   l e a v e s  i n
o r d e r  of t h ei r   p at h   di st a n c e t o  l,  a s   w e  n o  w   d e fi n e.   T h e   p at h
di st a n c e i n  T   f r o  m  a  gi v e n l e af l0 t o l i s

P
e i 2 P

L  ðe i Þ  w h e r e   P
i s  t h e   p at h  i n  T   f r o  m  l  t o  l0 a n d  L  ðe i Þ  i s  t h e  l e n gt h  of  t h e
e d g e  e i i n P  .  St a rti n g f r o  m l,   w e   u s e a  b r e a dt h- fi r st s e a r c h t o
s el e ct t h o s e l e a v e s i n  T  t h at  h a v e t h e l o  w e st   p at h   di st a n c e t o
l  u ntil    w e  s el e ct  t h e   B   1  a d diti o n al  l e a v e s  (t h u s  f o r  mi n g
t h e  s et  of B   l e a v e s,  aft e r   w e  a d d l).   O n c e t h e  s et  of B   l e a v e s
i s  i d e nti fi e d,  t h e  i n d u c e d  s u bt r e e  T 0 i s  r et u r n e d,    wit h  t h e
b r a n c h  l e n gt h s  i n   T 0 c o  m p ut e d   b y    u si n g  t h e   a s s o ci at e d
b r a n c h l e n gt h s i n  T   ( n ot e t h at t hi s  s u bt r e e  T 0 m a y  n ot  b e  a
cl a d e i n  T  ).

St a g e  1  t a k e s   O  ðn k Þ  ti  m e,  a n d  r et u r n s  a  s et  of  B   l e a v e s
a n d  t h e  i n d u c e d  s u bt r e e   T 0 (  wit h  it s  a s s o ci at e d   n u  m e ri c
p a r a  m et e r s,  i n d u c e d  o n  it  b y  t h e  b a c k b o n e  t r e e),    w hi c h  i s
t h e    pl a c e  m e nt   t r e e    p a s s e d  t o   a    p h yl o g e n eti c    pl a c e  m e nt
m et h o d i n St a g e 2.

2. 3     St a g e  2

W e  t h e n  r u n  t h e  gi v e n   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt    m et h o d  o n
t h e   pl a c e  m e nt t r e e T 0 w e  o bt ai n f r o  m  St a g e  1.   T hi s i d e nti fi e s
a  c oll e cti o n  of  e d g e s,  e a c h  of    w hi c h  h a s  a  g o o d  li k eli h o o d
s c o r e.

2. 4     St a g e  3

F o r  e a c h  e d g e  e 0 f o u n d i n  St a g e  2,   w e   fi n d t h e  si n gl e  e d g e  e
i n T   c o r r e s p o n di n g  t o t h at  e d g e.   T o   d o t hi s,   w e   fi r st   d et e r-
mi n e t h e s et  of e d g e s i n   T   t h at   d e fi n e t h e s a  m e  bi p a rtiti o n a s
e 0.   T hi s s et   will eit h e r  b e a si n gl e e d g e e  o r   will   d e fi n e  a   p at h
of t  w o  o r   m o r e  e d g e s i n  T  .  Fi g.  1 s h o  w s s u c h  a n  e x a  m pl e  of
h o  w  a n e d g e  e 0 i n t h e   pl a c e  m e nt s u bt r e e T 0 c o r r e s p o n d s t o a
p at h   wit h   m o r e t h a n  a si n gl e  e d g e f r o  m t h e  gi v e n  b a c k b o n e
t r e e  T  .    W e l et P at h ðe 0Þ  d e n ot e  t h e  e d g e  o r   p at h i n   T   c o r r e-
s p o n di n g t o  e 0,   n oti n g t h at a si n gl e e d g e i s al s o a   p at h ( al b eit
of  l e n gt h  1).    T o    d et e r  mi n e   P at h ðe 0Þ  gi v e n   e 0,    n ot e  t h at  e 0

d e fi n e s  a  bi p a rtiti o n   p ðe 0Þ  o n  T 0.   At l e a st  o n e,  a n d   p o s si bl y
m o r e t h a n  o n e,  of t h e e d g e s i n   T   d e fi n e  bi p a rtiti o n s t h at c o r-
r e s p o n d  t o  p ðe Þ  (  m e a ni n g  s p e ci fi c all y  t h at  t h e y  i n d u c e  t h e
s a  m e  bi p a rtiti o n   w h e n r e st ri ct e d t o t h e l e af s et  of  T 0).   T h e s et
of  e d g e s i n  T   t h at   d e fi n e  bi p a rtiti o n s c o r r e s p o n di n g t o p ðe 0Þ
f o r  m  eit h e r  a  si n gl e  e d g e  o r  a   p at h  of  t  w o  o r    m o r e  e d g e s,
a n d s o   d e fi n e s  P at h ðe 0Þ.    W e t h e n s et L  ðe 0Þ  (i. e., t h e l e n gt h  of
e d g e  e 0)  t o   b e  L  ðP at h ðe 0ÞÞ,    w h e r e L  ðP at h ðe 0ÞÞ  i s  t h e  s u  m  of
t h e  b r a n c h  l e n gt h s  i n  t h e   p at h  ( o r  e d g e)  i n  T   d e n ot e d  b y
P at h ðe 0Þ.

If e 0 c o r r e s p o n d s t o a si n gl e e d g e  e  i n T  , t h e n   w e   pl a c e t h e
q u e r y  s e q u e n c e  i nt o  t h at  e d g e.    H o  w e v e r,  if   e 0 c o r r e s p o n d s
t o  a   p at h   wit h t  w o  o r   m o r e  e d g e s i n T  , t h e n   w e   u s e t h e   di s-
t a n c e s    w e  o bt ai n e d  t o   fi n d  t h e  c o r r e ct   pl a c e  m e nt  e d g e  f o r
t h e  q u e r y  s e q u e n c e,  a s    w e  n o  w   d e s c ri b e  a n d  al s o  s h o  w  i n
Fi g. 1.

R e c all t h at t h e t r e e   T 0 i s  a s u bt r e e  of T   f o r  m e d  b y s p e cif y-
i n g  a  s et  of  l e a v e s,  a n d  t h at  t h e  e d g e s  of  T 0 h a v e  b r a n c h
l e n gt h s  t h at  c o r r e s p o n d  t o  t h e  b r a n c h  l e n gt h s  i n  T  .   R e c all
al s o t h at   w h e n  a   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d i n s e rt s t h e
q u e r y  s e q u e n c e  i nt o   e 0 i n  T 0,  it  al s o  s u b di vi d e s  t h e  e d g e e 0

a n d s p e ci fi e s  h o  w t h e b r a n c h l e n gt h i s   di vi d e d. F o r e x a  m pl e,
s u p p o s e  e 0 ¼  ð  a; b Þ i s  a n e d g e i n T 0 wit h l e n gt h   L  ðe 0Þ a n d t h e
q u e r y s e q u e n c e i s att a c h e d t o t hi s e d g e.   T h e n t h e  gi v e n   p h y-
l o g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d s u b di vi d e s t h e e d g e e 0, t h u s c r e-
ati n g t  w o  n e  w  e d g e s  ða; v Þ  a n d  ðv; b Þ,   w h o s e l e n gt h s  a d d   u p
t o L  ðe 0Þ.   W e t h e n   u s e t h o s e  n e  w l e n gt h s t o   d et e r  mi n e e x a ctl y
w h at e d g e i n   T   w e s h o ul d i n s e rt t h e q u e r y s e q u e n c e i nt o a n d

Fi g.  1.   D e s cri pti o n  of  t h e   S  C  A  M  P  P  t e c h ni q u e.  I n   St a g e  1,   w e  s el e ct  t h e  pl a c e  m e nt  s u btr e e   T 0 fr o  m  t h e  b a c k b o n e  tr e e  T  ,  f or  a  s p e ci fi e d  q u er y
s e q u e n c e.   T o fi n d t h e  pl a c e  m e nt s u btr e e  T 0 of  T ,   w e fir st fi n d t h e l e af l wit h t h e s  m all e st   H a  m  mi n g di st a n c e t o t h e q u er y s e q u e n c e ( c all e d t h e “ n e ar e st
t a x o n”).   T h e n,   w e  gr e e dil y  pi c k t h e B   1  l e a v e s ( h er e B   ¼   6 )   wit h t h e  s  m all e st  di st a n c e t o  l. I n t hi s  c a s e,   w e  s el e ct  fi v e l e a v e s   O,  P,  S,  U,  V,  a n d t h e
pl a c e  m e nt s u btr e e  T 0 i s i n d u c e d  b y t h e s et f P;   O;  S;   U; V; l g  of si x l e a v e s.   H er e   w e s h o  w t h e  gi v e n  pl a c e  m e nt   m et h o d s el e cti n g  a n  e d g e i n  T 0 s e p ar at-
i n g l e a v e s f P;   O g  fr o  m f S;   U; V; l g ,  a n d t hi s  si n gl e  e d g e i n T 0 c orr e s p o n d s t o  a  p at h  of t hr e e  e d g e s i n  T  .   N ot e t h at  a  vi a bl e  p h yl o g e n eti c  pl a c e  m e nt
m et h o d f or t h e   S  C  A  M  P  P fr a  m e  w or k r et ur n s  n ot  o nl y   w hi c h  e d g e i n t h e  pl a c e  m e nt  s u btr e e t o i n s ert t h e  q u er y  s e q u e n c e i nt o,  b ut t h e  br a n c h l e n gt h s
o n  eit h er si d e; t hi s i s  u s e d t o fi n d t h e c orr e ct  pl a c e  m e nt  of t h e  q u er y s e q u e n c e i n   St a g e  3.
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w h e r e i n t h at e d g e   w e s h o ul d c r e at e a n e  w n o d e (t o   w hi c h   w e
att a c h t h e q u e r y s e q u e n c e) s o a s t o  p r o d u c e t h e l e n gt h s s p e ci-
fi e d  b y t h e   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d.   A n  e x a  m pl e  of
t hi s i s  p r o vi d e d i n Fi g. 1, a n d a n ot h e r   m o r e c o  m pl e x e x a  m pl e
i s     p r o vi d e d   i n   t h e   S u p pl e  m e nt a r y     M at e ri al s,   a v ail a bl e
o nli n e, S e cti o n S 1 a n d Fi g. S 1.

3   E X  P  E  RI  M  E  N T  A L S T  U  D  Y

3. 1     O v er vi e  w

R e c all t h at S  C  A   M P P h a s t  w o al g o rit h  mi c  p ar a  m et e r s: t h e  p h y-
l o g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d F   a n d t h e  v al u e f or  B  ,   w hi c h i s
t h e    m a xi  m u  m  si z e  (i. e.,  n u  m b er  of l e a v e s)  of t h e   pl a c e  m e nt
s u bt r e e.  I n  o ur    fi r st  e x p eri  m e nt    w e  e x pl o r e   h o  w  t o  s et   B
wit hi n  S  C  A   M P P f or   u s e   wit h   F   b ei n g  eit h e r  p pl a c er  o r   E P  A-
n g.    Aft er  s el e cti n g   B  ,    w e   u s e  t h at  v al u e  i n  all  s u b s e q u e nt
e x p eri  m e nt s.    T h e   s e c o n d   e x p eri  m e nt   c o  m p a r e s    p pl a c er-
S  C  A   M P P a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P t o  ot h er   p h yl o g e n eti c   pl a c e-
m e nt    m et h o d s  o n  b a c k b o n e  t r e e s    wit h   u p  t o  7 8, 0 0 0  l e a v e s,
al s o  f or   pl a ci n g f ull-l e n gt h  s e q u e n c e s.   T h e  t hi r d  e x p eri  m e nt
e x pl or e s l ar g e r  b a c k b o n e t r e e s   wit h   u p t o 2 0 0, 0 0 0 l e a v e s,  a n d
e x pl or e s    pl a c e  m e nt   of  f ull-l e n gt h   a s    w ell   a s  f r a g  m e nt ar y
s e q u e n c e s.   All   m et h o d s   w e r e  e v al u at e d   wit h r e s p e ct t o   d elt a
e rr o r [ 7], [ 2 0] ( a   m e a s ur e  of  h o  w   m u c h t r e e e rr or i n c r e a s e s  b y
a d di n g  a  q u e r y  s e q u e n c e)  a s   w ell  a s  r u n ni n g ti  m e  a n d   p e a k
m e  m o r y  u s a g e   wit hi n a l e a v e- o n e- o ut e x p eri  m e nt.

All  o u r  a n al y s e s    w e r e   p e rf o r  m e d  i n  t h e  s a  m e  c o  m p ut a-
ti o n al i nf r a st r u ct u r e  (t h e   C a  m p u s   Cl u st e r  at t h e   U ni v e r sit y
of Illi n oi s),   w hi c h   p r o vi d e s  6 4  G B  of   m e  m o r y,  1 8   C P  U s,  a n d
u p  t o  4  h o u r s  of  r u nti  m e.    N e v e rt h el e s s,  t h e    m a c hi n e s  v a r y
i n  a g e  a n d s p e e d,  a n d r u n ni n g ti  m e s  a r e  n ot e x a ctl y c o  m p a-
r a bl e.   A d diti o n al   d et ail s  of  t h e    m et h o d s, i n cl u di n g  v e r si o n
n u  m b e r s  a n d  c o  m  m a n d s,  a r e   p r o vi d e d  i n  t h e  S u p pl e  m e n-
t a r y   M at e ri al s, a v ail a bl e  o nli n e,  S e cti o n S 4.

3. 2     M et h o d s

W e e v al u at e  E P  A- n g- S  C  A   M P P ( v 1. 0. 0) a n d  p pl a c er- S  C  A   M P P
( v 1. 1. 0) i n c o  m p a ri s o n t o   A P P L E S ( v 1. 1. 3),   A P P L E S- 2 ( v 2. 2. 0),
E P  A- n g ( v 0. 3. 8), a n d  p pl a c er ( v 1. 1. al p h a 1 9).

3. 3     D at a s et s

3. 3. 1     O v er vi e  w

F or  o ur  e x p eri  m e nt s    w e   u s e   fi v e  n u cl e oti d e   d at a s et s,    wit h
t hr e e  bi ol o gi c al  a n d t  w o  si  m ul at e d ( T a bl e  1).   T h e s e   d at a s et s
h a v e ali g n  m e nt s a n d r ef e r e n c e t r e e s (t r u e ali g n  m e nt s a n d t r u e
t r e e s f or t h e si  m ul at e d   d at a s et s a n d e sti  m at e d ali g n  m e nt s a n d

t r e e s  f or  t h e   bi ol o gi c al    d at a s et s)  t h at  r a n g e  i n   si z e  f r o  m
r o u g hl y  5 0 0 0 s e q u e n c e s t o  a s l ar g e  a s  2 0 0, 0 0 0 s e q u e n c e s.    W e
u s e  t h e  t  w o  s  m all e st   d at a s et s,  b ot h  bi ol o gi c al   d at a s et s  f r o  m
t h e  P E   W  O c oll e cti o n [ 1 6], f or   E x p eri  m e nt  1,   w h e r e   w e s et t h e
al g orit h  mi c   p ar a  m et er   B   (  w hi c h   d et er  mi n e s  t h e  si z e  of  t h e
s u bt r e e   u s e d i n t h e  S  C  A   M P P f r a  m e  w or k); t h e  ot h e r   d at a s et s
ar e   u s e d i n   E x p eri  m e nt s  2  a n d  3 f or  e v al u ati n g t h e i  m p a ct  of
t h e  S  C  A   M P P  f r a  m e  w o r k.    W e  al s o    m a d e  v er si o n s  of  t h e s e
d at a s et s    w h e r e  t h e  s e q u e n c e s  a r e  f r a g  m e nt a r y.    All   d at a s et s
ar e a v ail a bl e i n  p u bli c r e p o sit ori e s,   wit h l o c ati o n s   p r o vi d e d at
htt p s: / / d oi. o r g / 1 0. 1 3 0 1 2 / B 2I  D B- 9 2 5 7 9 5 7 _  V 1.

3. 3. 2     Bi ol o gi c al   D at a s et s

W e  u s e t hr e e bi ol o gi c al   d at a s et s, t  w o fr o  m t h e   P E   W  O  [ 1 6] c ol-
l e cti o n  a n d  o n e  fr o  m  t h e    C o  m p ar ati v e    Ri b o s o  m al    W e b sit e
[ 1 7].   T h e  fir st  P E   W  O   d at a s et i s t h e gr e e n 8 5, ori gi n all y fr o  m t h e
Gr e e n g e n e s   d at a b a s e [ 2 1], of 5 0 8 8 ali g n e d s e q u e n c e s a n d a r ef-
er e n c e tr e e t h at   w a s  c o  m p ut e d  o n t h e  ali g n  m e nt.   T h e s e c o n d
P E   W  O     d at a s et   i s     L T P _ s 1 2 8 _ S S  U,     w hi c h   c o nt ai n s   1 2, 9 5 3
ali g n e d  s e q u e n c e s  a n d  a  r ef er e n c e  tr e e  ori gi n all y  fr o  m  [ 2 2],
[ 2 3].   T h e  fi n al  bi ol o gi c al   d at a s et i s  1 6 S. B.  A L L ,   w hi c h  c o nt ai n s
2 7, 6 4 3 s e q u e n c e s   wit h a n ali g n  m e nt b a s e d o n s e c o n d ar y str u c-
t ur e [ 1 7] a n d a   R  A x   M L [ 2 4]   m a xi  m u  m li k eli h o o d tr e e.

3. 3. 3     Si  m ul at e d   D at a s et s

W e   u s e t  w o c oll e cti o n s  of si  m ul at e d   d at a s et s.   T h e   fi r st i s t h e
nt 7 8   d at a s et,    w hi c h  c o nt ai n s  7 8, 1 3 2  n u cl e oti d e  s e q u e n c e s.
T hi s  si  m ul at e d   d at a s et    w a s  c r e at e d  t o  e v al u at e  t h e    m a xi-
m u  m li k eli h o o d    m et h o d,  F a st T r e e  2  [ 2 5].   T hi s   d at a s et  c o n-
t ai n s  2 0  si  m ul at e d  r e pli c at e s,  a n d    w e  a r bit r a ril y  c h o s e  t h e
fi r st f o r t hi s st u d y.    W e  g e n e r at e  a n e sti  m at e d t r e e f o r   p h yl o-
g e n eti c   pl a c e  m e nt   u si n g  F a st T r e e 2 f o r t hi s st u d y.

T h e  s e c o n d  c oll e cti o n  c o  m e s  f r o  m  t h e   R  N  A Si  m   d at a s et,
w hi c h i s  a  si  m ul at e d   d at a s et    wit h  t e n  r e pli c at e s,  e a c h  c o n-
t ai ni n g   1, 0 0 0, 0 0 0  s e q u e n c e s.    T h e    R  N  A Si  m    d at a s et  i s  t h e
r e s ult  of  a si  m ul ati o n   w h e r e s e q u e n c e s e v ol v e   u n d e r  a c o  m-
pl e x  bi o p h y si c al    m o d el  t h at  r e fl e ct s  s el e cti v e   p r e s s u r e s  t o
m ai nt ai n  t h e   R  N  A  s e c o n d a r y  st r u ct u r e.   R  N  A Si  m  h a s  b e e n
u s e d  i n  ot h e r  st u di e s  t o  e v al u at e  ali g n  m e nt  a c c u r a c y  [ 1 9],
[ 2 6],  [ 2 7],  [ 2 8].    T h e    R  N  A Si  m    V a ri a bl e  Si z e  (  R  N  A Si  m-  V S)
d at a s et s  a r e  s u b s et s  of  v a r yi n g  si z e s ( u p t o  2 0 0, 0 0 0  s e q u e n-
c e s),   d r a  w n  at  r a n d o  m f r o  m t h e    milli o n- s e q u e n c e   R  N  A Si  m
d at a s et.    T h e s e    R  N  A Si  m-  V S    d at a s et s    w e r e    u s e d  i n  [ 1 3]  t o
e v al u at e    p h yl o g e n eti c    pl a c e  m e nt     m et h o d s,   a n d    p r o vi d e
t r u e    p h yl o g e n eti c  t r e e,  t r u e    m ulti pl e  s e q u e n c e  ali g n  m e nt,
a n d  e sti  m at e d    m a xi  m u  m  li k eli h o o d  (   M L)  t r e e s  ( o bt ai n e d

T A  B L  E  1
D at a s et   St ati sti c s

D at a s et n u  m b e r  of    ali g n  m e nt     T y p e     p- di st a n c e     p- di st a n c e    g a p s

s e q u e n c e s    l e n gt h    ( bi o  o r si  m)     m e a n     m a xi  m u  m     p r o p o rti o n

g r e e n 8 5 [ 1 6] 5 0 8 8 1 4 8 6 bi ol o gi c al . 2 5 0 . 4 7 9 . 1 4 6
L T P _ s 1 2 8 _ S S  U [ 1 6]    1 2, 9 5 3 1 5 9 8 bi ol o gi c al . 2 2 8 . 4 6 8 . 0 9 0
1 6 S. B.  A L L [ 1 7] 2 7, 6 4 3 6 8 5 7 bi ol o gi c al . 2 1 0 . 7 6 9 . 1 1 8
nt 7 8 [ 1 8] 7 8, 1 3 2 1 2 8 7 si  m ul at e d . 4 0 4 . 6 3 9 . 0 0 6
R  N  A Si  m [ 1 9] 2 0 0, 0 0 0 1 6 2 0 si  m ul at e d . 4 1 0 . 6 1 8 . 0 5 1

T he  first c ol u  m n gi ves t he  n a  me of t he d at aset a n d t he p u bli c ati o n des cri bi n g t he d at aset.  F or e a c h d at aset   we s h o  w t he  n u  m ber of se q ue n ces, t he le n gt h of t he ref-
ere n ce  ali g n  me nt, its t y pe ( bi ol o gi c al  or si  m ul ate d), t he   me a n  a n d   m a xi  m u  m  p- dist a n ce (i.e.,  n or  m ali ze d   H a  m  mi n g  dist a n ces)  bet  wee n  p airs  of se q ue n ces i n t he
ali g n  me nt, a n d t he pr o p orti o n of t he ali g n  me nt t h at is g a p pe d.

1 4 2 0 I  E  E  E/  A  C  M   T  R  A  N  S  A  C TI  O  N  S   O  N   C  O  M  P  U T A TI  O  N  A L   BI  O L  O  G  Y  A  N  D   BI  OI  N F  O  R  M  A TI  C  S,   V  O L.  2 0,   N  O.  2,   M  A  R  C  H/  A  P  RI L  2 0 2 3

https://doi.org/10.13012/B2IDB-9257957_V1


u si n g  F a st T r e e  2  [ 2 5])  o n  e a c h  s u b s et,    w hi c h  s e r v e  a s  t h e
b a c k b o n e  t r e e s.  F o r  e a c h  b a c k b o n e  t r e e  si z e  t h e r e  a r e   fi v e
r e pli c at e s i n cl u d e d i n [ 7] ( e x c e pt f o r t h e l a r g e st   w hi c h  c o n-
t ai n s  o nl y  o n e), a n d 2 0 0  q u e r y s e q u e n c e s   p e r r e pli c at e.

3. 3. 4     Fr a g  m e nt ar y   D at a s et s

F o r   E x p eri  m e nt  3,    w e  c r e at e d  f r a g  m e nt ar y  v er si o n s  of  t h e
R  N  A Si  m  d at a s et s a s f oll o  w s.   W e cr e at e d “l o  w fr a g  m e nt ati o n ”
( L F) c o n diti o n s   w h er e a q u art er of t h e s e q u e n c e s a r e f r a g  m e n-
t ar y (  m e a n  2 5  %  of t h e  ori gi n al l e n gt h,   wit h  a st a n d ar d   d e vi a-
ti o n  of  6 0  n u cl e oti d e s).    W e   pi c k e d a r a n d o  m st a rti n g   p o siti o n
wit hi n  t h e  r a n d o  ml y  s el e ct e d  s e q u e n c e,  s el e ct e d  a  r a n d o  m
n u  m b e r  L  f r o  m a n or  m al  di stri b uti o n   wit h   m e a n 2 5  % t h e ori g-
i n al  l e n gt h  a n d  st a n d ar d   d e vi ati o n  of  6 0,  a n d  e xt r a ct e d  t h e
n e xt   L   n u cl e oti d e s.  “  Hi g h  f r a g  m e nt ati o n ”  (  H F)  c o n diti o n s
w e r e  al s o si  m ul at e d i n a si  mil a r   m a n n e r,   wit h  a   m e a n  1 0  %  of
t h e ori gi n al l e n gt h   wit h a st a n d ar d  d e vi ati o n of 1 0 n u cl e oti d e s.
T h e r e s ulti n g   m e a n fr a g  m e nt l e n gt h i s  1 5 4 f or t h e   H F  c o n di-
ti o n s  a n d  3 8 5  f or  t h e   L F  c o n diti o n s.   T h e  tr u e  ali g n  m e nt s  of
r e s ulti n g s e q u e n c e fr a g  m e nt s ar e  u s e d f or  pl a c e  m e nt.

3. 3. 5     B a c k b o n e   Tr e e s  a n d   N u  m eri c   P ar a  m et er s

T h e   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt    m et h o d s  n e e d  b a c k b o n e  t r e e s
wit h  n u  m e ri c   p a r a  m et e r s ( b r a n c h l e n gt h s,  s u b stit uti o n  r at e
m at ri x,  st ati o n a r y    di st ri b uti o n,   a n d   g a  m  m a    di st ri b uti o n),
wit h  s p e ci fi c   p r ot o c ol s f o r  e a c h   m et h o d. It i s r e c o  m  m e n d e d
t h at    A P P L E S- 2   u s e s  b r a n c h  l e n gt h s  e sti  m at e d   u n d e r    mi ni-
m u  m  e v ol uti o n [ 7], [ 1 3],  a n d   A P P L E S- 2   will  e sti  m at e t h e s e
b r a n c h l e n gt h s   u si n g  F a st T r e e- 2   p ri o r t o   p e rf o r  mi n g   pl a c e-
m e nt. I n  o r d e r t o   p r o vi d e f ai r r u nti  m e  a n al y s e s   w e   p r o vi d e
A P P L E S   wit h a t r e e e sti  m at e d  b y  F a st T r e e- 2   wit h t h e  n o   M L
o pti o n  f o r  all    d at a s et s.    W e    u s e d  t h e    mi ni  m u  m  e v ol uti o n
b r a n c h  l e n gt h s   p r o vi d e d  b y  [ 7]  f o r   u s e    wit h    A P P L E S  a n d
A P P L E S- 2  o n  t h e    R  N  A Si  m-  V S    d at a s et s,  a n d  f o r  all  ot h e r
d at a s et s   w e  e sti  m at e d t h e s e   u si n g  F a st T r e e- 2 [ 1 8].  F o r   E P  A-
n g  a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P,    w e  r e- e sti  m at e d  b r a n c h  l e n gt h s
f o r   e a c h   e sti  m at e d     M L   t r e e    u si n g    R  A x   M L- n g   [ 2 9].   F o r
p pl a c e r- S  C  A   M P P,  o n  t h e    R  N  A si  m    d at a s et    w e    u s e d  t r e e s
wit h   b r a n c h   l e n gt h s   e sti  m at e d   b y   F a st T r e e   2   [ 2 5].   F o r
p pl a c e r- S  C  A   M P P  o n  all  ot h e r   d at a s et s   w e  e sti  m at e d  b r a n c h
l e n gt h s   u si n g   R  A x   M L.   T h e r e  m ai ni n g   p a r a  m et e r s (i. e., 4   4
s u b stit uti o n  r at e    m at ri x)  a c r o s s  all   d at a s et s    w e r e  e sti  m at e d
u si n g    R  A x   M L  [ 2 4]   v e r si o n   7.   F o r    p pl a c e r    w e    u s e d  t h e
b r a n c h   l e n gt h s   a n d    n u  m e ri c     p a r a  m et e r s     di r e ctl y   f r o  m
R  A x   M L  v e r si o n  7.   H o  w e v e r,   p pl a c e r f ail e d t o   p r o vi d e  v ali d
r e s ult s   o n  s o  m e  l a r g e   b a c k b o n e  t r e e s    u si n g  t h e   n u  m e ri c
p a r a  m et e r s   p r o d u c e d  b y   R  A x   M L.   T h e r ef o r e,  o n t h o s e  b a c k-
b o n e  t r e e s    w h e r e   p pl a c e r   p r o d u c e d  n e g ati v e i n fi nit e li k eli-
h o o d   s c o r e s     u si n g   t h e     d ef a ult   t e c h ni q u e   f o r    n u  m e ri c
p a r a  m et e r   e sti  m ati o n,    w e    p r o d u c e d   n u  m e ri c    p a r a  m et e r s
u si n g  a n  alt e r n ati v e  t e c h ni q u e  r e c o  m  m e n d e d  i n  [ 1 3]:    w e
c o  m p ut e d  n u  m e ri c al   p a r a  m et e r s   u si n g  F a st T r e e  2  a n d t h e n
p r o vi d e d t h e s e   p a r a  m et e r s t o t a xit   wit hi n   T a xt a sti c [ 3 0]; t hi s
p r o d u c e d   n u  m e ri c    p a r a  m et e r s   t h at     w e   t h e n    u s e d     wit h
p pl a c e r.  S e e  S u p pl e  m e nt a r y   M at e ri al s, a v ail a bl e  o nli n e,  S e c-
ti o n  S 4 f o r a d diti o n al i nf o r  m ati o n.

3. 4     L e a v e-  O n e-  O ut   St u d y

O u r  l e a v e- o n e- o ut  e v al u ati o n  o p e r at e s  a s  f oll o  w s.    Gi v e n  a
b a c k b o n e  t r e e  o n   n   l e a v e s,  a  r a n d o  m  l e af  i s  s el e ct e d  a n d

r e  m o v e d,  t h u s   p r o d u ci n g  a  r e d u c e d  t r e e  o n  n   1   l e a v e s.
T h e   s e q u e n c e  f o r  t h at  l e af  i s  t h e n   a d d e d   b a c k  i nt o  t h e
r e d u c e d   t r e e     u si n g   t h e    gi v e n     p h yl o g e n eti c     pl a c e  m e nt
m et h o d.

3. 5     Crit eri a

W e  r e p o rt  r u n ni n g  ti  m e,   p e a k    m e  m o r y   u s a g e,  a n d   pl a c e-
m e nt  e r r o r.    W e  r e p o rt   pl a c e  m e nt  e r r o r  b y  c o  m p a ri n g t r e e s,
b ef o r e  a n d  aft e r  a  si n gl e  q u e r y  s e q u e n c e  i s  a d d e d  t o  t h e
b a c k b o n e t r e e, t o t h e t r u e t r e e (  w h e n   u si n g  si  m ul at e d   d at a-
s et s)   o r   a  r eli a bl e   e sti  m at e d  t r e e  (  w h e n    u si n g   bi ol o gi c al
d at a)  o n t h e c o r r e s p o n di n g s et  of l e a v e s.   W e   will r ef e r t o t h e
t r u e  t r e e  o r  r eli a bl e  e sti  m at e d  t r e e  a s  t h e  “ r ef e r e n c e  t r e e ”.
T hi s  c o  m p a ri s o n i s   p e rf o r  m e d  b y  r e p r e s e nti n g  e a c h t r e e  b y
it s s et  of  bi p a rtiti o n s,  n oti n g t h at  e a c h  e d g e i n  a t r e e   d e fi n e s
a  bi p a rtiti o n  o n  t h e  l e af s et.    W e   d e fi n e  t h e  “f al s e  n e g ati v e ”
e r r o r  ( al s o  c all e d  t h e  n u  m b e r  of  “  mi s si n g  b r a n c h e s ”)  of  a
gi v e n t r e e  t  wit h  r e s p e ct t o t h e  r ef e r e n c e t r e e t o  b e  n u  m b e r
of  e d g e s  ( o r  bi p a rtiti o n s)  t h at  a r e  i n  t h e  r ef e r e n c e  t r e e  b ut
n ot  i n   t.   T h e  c h a n g e  i n  t h e  n u  m b e r  of  f al s e  n e g ati v e s   p r o-
d u c e d  b y   pl a ci n g  a  q u e r y  s e q u e n c e i nt o  a  b a c k b o n e t r e e i s
t h e “ d elt a e r r o r ”   p r o d u c e d  b y t h e   pl a c e  m e nt   m et h o d.

W e  ill u st r at e  t hi s  c al c ul ati o n    wit h  a n  e x a  m pl e.  S u p p o s e
t h e  b a c k b o n e t r e e  h a s l e af s et S  a n d i s   mi s si n g 5 e d g e s f o u n d
i n t h e t r u e t r e e  o n t hi s l e af s et.   N o  w s u p p o s e   w e   u s e a   p h yl o-
g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d t o a d d a  n e  w s e q u e n c e  s 0 i nt o t h e
t r e e, s o t h at t h e  e xt e n d e d  b a c k b o n e t r e e  n o  w  h a s l e a v e s  S  [
f s 0g , a n d s u p p o s e t hi s e xt e n d e d t r e e i s   mi s si n g 7 e d g e s f r o  m
t h e t r u e t r e e  o n S  [  f  s 0g .   T h e n t h e   d elt a  e r r o r i s  2,  si n c e t h e
n u  m b e r  of  e d g e s t h at   w e r e   mi s si n g   w e nt   u p  b y  2.   N ot e t h at
t h e   d elt a  e r r o r  c a n  n e v e r  g o    d o  w n,  si n c e  a n  e d g e  t h at  i s
mi s si n g  b ef o r e   s 0 i s a d d e d i s still   mi s si n g aft e r s 0 i s a d d e d.

W e  n o  w    m a k e  t hi s  c o n c e pt   p r e ci s e   u si n g    m at h e  m ati c al
n ot ati o n.   Gi v e n  a t r e e  Y   w e l et   B  ðY  Þ d e n ot e t h e s et  of  bi p a r-
titi o n s  of  Y  .    W e l et T  d e n ot e t h e  r ef e r e n c e t r e e (i. e.,  eit h e r
t h e t r u e t r e e  o r  a r eli a bl e  e sti  m at e d t r e e),  a n d   w e  a s s u  m e T
h a s l e af s et  S . I n  a l e a v e- o n e- o ut st u d y,   w e  a r e  gi v e n  a t r e e t
a n d   w e   d el et e  o n e l e af  s 0 f r o  m t, t h u s   p r o d u ci n g  a t r e e T   o n
l e af s et S 0 ¼   S  n  f s 0g .   N ot e t h at t h e t r e e t  m a y  n ot  b e t h e r ef-
e r e n c e  t r e e.    W h e n    w e  a d d  q u e r y  s e q u e n c e   s 0 i nt o  T  ,   w e
o bt ai n  a t r e e  P  .   N ot e t h at P   h a s t h e  e nti r e l e af s et   S .    W e l et
T   jS 0 d e n ot e  t h e  s u bt r e e  of   T   i n d u c e d  b y  l e af s et  S 0.   T h e n
t h e   d elt a  e r r o r f o r  P  ,   d e n ot e d  b y D e ðP  Þ, i s  gi v e n  b y t h e f ol-
l o  wi n g f o r  m ul a:

D  e ðP  Þ   ¼ jB  ðT  Þ nB  ðP  Þj     jB  ðT   jS 0 Þ nB  ðT  Þj;   (1 )

w h e r e   jX  j  d e n ot e s  t h e   n u  m b e r  of  el e  m e nt s  i n  t h e  s et   X  .
T h u s t h e   fi r st t e r  m i s  t h e  n u  m b e r  of  f al s e  n e g ati v e s  f o r  t h e
t r e e P   a n d  s e c o n d t e r  m i s t h e  n u  m b e r  of f al s e  n e g ati v e s f o r
t h e t r e e T  .   N ot e t h at D e ðP  Þ   0 , si n c e t h e  n u  m b e r  of   mi s si n g
b r a n c h e s   p r o d u c e d  b y  a d di n g  a  q u e r y  s e q u e n c e  t o  a  t r e e
c a n n ot   d e c r e a s e.

W e  n ot e  t h at  s e v e r al  e a rli e r  st u di e s  [ 1 0],  [ 1 6],  [ 3 1]  h a v e
u s e d  t h e  “ n o d e    di st a n c e ”  t o  e v al u at e    p h yl o g e n eti c    pl a c e-
m e nt   m et h o d s   wit hi n l e a v e- o ut  st u di e s,  a s f oll o  w s.   A  st a rt-
i n g  t r e e  i s  gi v e n  a n d  a  l e af  i s   d el et e d,  a n d  t h e n  r ei n s e rt e d
u si n g  a    pl a c e  m e nt    m et h o d.    T h e    di st a n c e  (i. e.,   n u  m b e r  of
n o d e s)  f r o  m  t h e    fi n al    pl a c e  m e nt  t o  t h e    pl a c e  m e nt  i n  t h e
st a rti n g t r e e i s t h e  n o d e   di st a n c e.   H o  w e v e r, t hi s i s  e q u al t o
t h e   d elt a  e r r o r    w h e n  t h e  st a rti n g  t r e e  i s  i nt e r p r et e d  a s  t h e
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t r u e  t r e e.   T h e r ef o r e,  t h e   d elt a  e r r o r  i s  a n  e xt e n si o n  of  t h e
n o d e   di st a n c e  t h at  all o  w s  e r r o r  i n  t h e  st a rti n g  t r e e  (  w hi c h
c a n  b e  q u a nti fi e d  i n  a  si  m ul ati o n  st u d y)  t o  b e   p a rt  of  t h e
e v al u ati o n.   T h e r ef o r e, t h r o u g h o ut  o u r  e x p e ri  m e nt s,   w e   u s e
t h e   d elt a  e r r o r  f o r  b ot h  si  m ul at e d  a n d  bi ol o gi c al   d at a s et s,
wit h t h e t r e e s   p r o vi d e d f o r t h e  bi ol o gi c al   d at a s et s t r e at e d  a s
r ef e r e n c e t r e e s. (I n  ot h e r   w o r d s,   w h e n   w e r e p o rt   d elt a  e r r o r
o n  t h e  bi ol o gi c al   d at a s et s,  it  i s  t h e  s a  m e  a s  r e p o rti n g  n o d e
di st a n c e f o r t h e s e   d at a s et s.)

4   R E  S  U L T  S

R e s ult s f o r   E x p e ri  m e nt s  1 – 3  a r e  s h o  w n  h e r e f o r   A P P L E S- 2,
E P  A- n g,   p pl a c e r,   E P  A- n g- S  C  A   M P P,  a n d   p pl a c e r- S  C  A   M P P.
A P P L E S    w a s  cl e a rl y  i nf e ri o r  t o    A P P L E S- 2    wit h  r e s p e ct  t o
r u nti  m e,    m e  m o r y   u s a g e,  a n d  a c c u r a c y,  a n d  t h e  r e s ult s  f o r
A P P L E S   a r e   t h u s    p r o vi d e d   o nl y   i n   t h e   S u p pl e  m e nt a r y
M at e ri al s,  a v ail a bl e  o nli n e,  S e cti o n  S 2  a n d  Fi g.  S 2.   R e s ult s
s h o  w n  a r e  r e st ri ct e d  t o  t h o s e  r e pli c at e s    w h e r e  all    m et h o d s
r et u r n e d  v ali d  o ut p ut s.

4. 1     E x p eri  m e nt  1:   E v al u ati n g t h e I  m p a ct   of t h e
P ar a  m et er   B   o n t h e   S  C  A  M  P  P   Fr a  m e  w or k

A n i  m p o rt a nt al g o rit h  mi c   p a r a  m et e r i s t h e si z e   B   of t h e s u b-
t r e e i nt o   w hi c h t h e  q u e r y s e q u e n c e i s   pl a c e d,  a n d  e x pl o ri n g
t hi s  q u e sti o n  i s  t h e  f o c u s  of  t hi s  s e cti o n.   P r e vi o u s  st u di e s
h a v e  s u g g e st e d  t h at  b ett e r   pl a c e  m e nt  a c c u r a c y  i s  o bt ai n e d
b y   pl a ci n g i nt o  a l a r g e r  s u bt r e e [ 3], [ 2 0], i n di c ati n g t h at t h e
b e st   pl a c e  m e nt s   m a y  b e  o bt ai n e d  b y i n c r e a si n g t h e  v al u e  of
B  ,   w hi c h li  mit s t h e   pl a c e  m e nt s u bt r e e si z e  gi v e n t o t h e   p h y-
l o g e n eti c     pl a c e  m e nt     m et h o d.     H o  w e v e r,   i n c r e a si n g   t h e
pl a c e  m e nt  s u bt r e e  si z e t o o    m u c h  al s o i n c r e a s e s t h e  c o  m p u-
t ati o n al eff o rt, a n d   m a y al s o l e a d t o f ail u r e s i n s o  m e c a s e s.

I n  o r d e r  t o    u n d e r st a n d  t h e  i  m p a ct  of  B  ,    w hi c h    d et e r-
mi n e s  t h e   pl a c e  m e nt  s u bt r e e  si z e,    w e   u s e d  t  w o  r el ati v el y
s  m all    P E   W  O    d at a s et s  ( g r e e n 8 5    wit h  5 0 8 8  s e q u e n c e s  a n d
L T P _ s 1 2 8 _ S S  U   wit h  1 2, 9 5 3 s e q u e n c e s)  a n d t e st e d  a r a n g e  of
s u bt r e e si z e s.    W e s e e ( Fi g.  2) t h at s  m all  v al u e s f o r  B   (  w hi c h
li  mit t h e   pl a c e  m e nt t o  s  m all  s u bt r e e s)   p r o d u c e d  hi g h  e r r o r,
b ut  v al u e s f o r  B   g e n e r all y  b et  w e e n  1 0 0 0  a n d  4 0 0 0  h a d  g o o d
a c c u r a c y  (  wit h   v e r y   s  m all    diff e r e n c e s   b et  w e e n   B   ¼   1 0 0 0
a n d   B   ¼   4 0 0 0 ).    H o  w e v e r,  a s  s u bt r e e  si z e s  i n c r e a s e d,  r u n-
ti  m e   a n d    m e  m o r y    u s a g e   al s o  i n c r e a s e d.    B a s e d   o n  t h e s e
t r e n d s,   w e   p e rf o r  m e d  a   m o r e f o c u s e d  e v al u ati o n  of s etti n g s
f o r B   i n t h e r a n g e  b et  w e e n 1 0 0 0 a n d 4 0 0 0.

I n   Fi g.  3,    w e  c o  m p a r e    p pl a c e r- S  C  A   M P P  a n d    E P  A- n g-
S  C  A   M P P   t o   t h e   ot h e r    p h yl o g e n eti c    pl a c e  m e nt     m et h o d s
u si n g t h e s e t h r e e  v al u e s f o r  B   t o  g et  a s e n s e f o r  h o  w i  m p o r-
t a nt  it    w a s  t o  s et  B   o pti  m all y.    W e  e x a  mi n e  t h e  i  m p a ct  o n
pl a c e  m e nt  e r r o r   fi r st,  a n d  t h e n  t h e  i  m p a ct  o n  r u nti  m e  a n d
m e  m o r y   u s a g e.

O n  t h e  s  m all e r  of  t h e s e  t  w o   d at a s et s  (i. e.,  g r e e n 8 5,    wit h
o nl y  5 0 8 8  s e q u e n c e s),    w e  s e e  t h at   E P  A- n g  i s  sli g htl y    m o r e
a c c u r at e   t h a n    E P  A- n g- S  C  A   M P P     w h e n   B   ¼   1 0 0 0   o r   B   ¼
2 0 0 0  a n d t h e n    m at c h e s  a c c u r a c y    w h e n  B   ¼   4 0 0 0 .   T hi s  s u g-
g e st s t h at   E P  A- n g i s  a bl e t o   p r o vi d e  a  g o o d  a n al y si s  of t h e
f ull    d at a s et  a n d  t h at  B   ¼   4 0 0 0   i s  sli g htl y  b ett e r  t h a n  B   ¼
2 0 0 0 . I n  c o nt r a st, f o r  all  s etti n g s  of B  ,   p pl a c e r i s  cl e a rl y l e s s
a c c u r at e t h a n   p pl a c e r- S  C  A   M P P, a n d t h e r e i s littl e   diff e r e n c e
b et  w e e n   p pl a c e r- S  C  A   M P P f o r  B   ¼   2 0 0 0  a n d  B   ¼   4 0 0 0 .   T hi s
s u g g e st s t h at   p pl a c e r i s   u n a bl e t o   p r o vi d e  g o o d  a c c u r a c y  o n

t h e  f ull   d at a s et  a n d  b e n e fit s  f r o  m  r e st ri cti o n  t o  a  s u bt r e e,
a n d  t h at   B   ¼   2 0 0 0   i s  a s  g o o d  a s  B   ¼   4 0 0 0 .   R e s ult s  o n  t h e
l a r g e r  of  t h e  t  w o   d at a s et s  (i. e.,    L T P _ s 1 2 8 _ S S  U)  a r e  s o  m e-
w h at   diff e r e nt t h a n  o n t h e s  m all e r   d at a s et.  Fi r st, all   m et h o d s
e x c e pt  f o r    A P P L E S- 2  h a v e  v e r y  l o  w   pl a c e  m e nt  e r r o r,    wit h
a v e r a g e   d elt a e r r o r  b el o  w 1. I n a d diti o n, t h e r e a r e  v e r y s  m all
diff e r e n c e s  t h e  r e  m ai ni n g    m et h o d s,  a n d  c h a n g e s  t o   B   o n
t hi s    d at a s et    d o e s   n ot   h a v e    m u c h  i  m p a ct.    A c r o s s  t h e  t  w o
d at a s et s,  s etti n g   B   ¼   2 0 0 0  o r  B   ¼   4 0 0 0  a r e  b ot h  r e a s o n a bl e
s etti n g s,     wit h   B   ¼ 2 0 0 0   s o  m e  w h at    b ett e r   f o r     p pl a c e r-
S  C  A   M P P   a n d   B   ¼   4 0 0 0   s o  m e  w h at    b ett e r   f o r     E P  A- n g-
S  C  A   M P P.

A   c o  m p a ri s o n   of   r u n ni n g   ti  m e     p r o vi d e s   a d diti o n al
i n si g ht s   a b o ut   h o  w   t o   s et   B  .   S p e ci fi c all y,   i n c r e a si n g  B
i n c r e a s e s  t h e  r u n ni n g  ti  m e  f o r  b ot h   p pl a c e r- S  C  A   M P P  a n d
E P  A- n g- S  C  A   M P P,   a n d   h a s   a  l a r g e r  i  m p a ct   o n    p pl a c e r-
S  C  A   M P P  t h a n  o n    E P  A- n g- S  C  A   M P P.  I n  a d diti o n,    p pl a c e r
h a s  b y  f a r  t h e  hi g h e st  r u n ni n g  ti  m e  ( s e e  f o r  e x a  m pl e  r u n-
ti  m e  o n t h e   L T P _ s 1 2 8 _ S S  U   d at a s et) a n d   E P  A- n g i s i n s e c o n d
p a g e,  b ut  s etti n g   B   ¼   2 0 0 0  i n   p pl a c e r- S  C  A   M P P  o r   E P  A- n g-
S  C  A   M P P  g r e atl y r e d u c e s t h e r u nti  m e.  F u rt h e r  m o r e,  c h a n g-
i n g B   f r o  m  2 0 0 0 t o  4 0 0 0  a p p r o xi  m at el y   d o u bl e s t h e r u nti  m e

Fi g.  2.   E x p eri  m e nt  1:   E x pl ori n g t h e i  m p a ct  of  h o  w   B   i s  s et,   w hi c h  s p e ci-
fi e s  t h e   pl a c e  m e nt   s u btr e e   si z e,   o n  t  w o    P  E   W  O   bi ol o gi c al   d at a s et s
( L T  P _ s 1 2 8 _  S  S  U   a n d   gr e e n 8 5).     Wit hi n   e a c h  r o  w  t h e   s u b fi g ur e s  f or
p pl a c er-  S  C  A  M  P  P  a n d   E  P A- n g-  S  C  A  M  P  P  s h o  w:    M e a n  d elt a  err or  (l eft),
M e a n  ti  m e i n  s e c o n d s  ( c e nt er),  a n d    M e a n  p e a k    m e  m or y  u s a g e i n    G b
(ri g ht).     R o  w s   (fr o  m   t o p   t o   b ott o  m)   s h o  w   r e s ult s   o n   gr e e n 8 5   a n d
L T  P _ s 1 2 8 _  S S  U.     R e s ult s    ar e    s h o  w n    a cr o s s    2 0 0    q u er y   s e q u e n c e
pl a c e  m e nt s.
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f o r  b ot h   p pl a c e r- S  C  A   M P P  a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P.   T h u s,  B
h a s a l a r g e i  m p a ct  o n r u nti  m e, a s e x p e ct e d.

T h e   p e a k   m e  m o r y   u s a g e  b y   p pl a c e r- S  C  A   M P P  a n d   E P  A-
n g- S  C  A   M P P i s  al s o  v e r y i  m p a ct e d  b y t h e  s etti n g f o r   B  .   O n
t h e   g r e e n 8 5    d at a s et,   t h e  l o  w e st    p e a k     m e  m o r y    u s a g e  i s
a c hi e v e d    b y    b ot h     m et h o d s     w h e n   B   ¼   1 0 0 0 ,   a n d   t h e n
i n c r e a s e s   s u b st a nti all y    wit h  i n c r e a s e s  i n  B  .    T h e   hi g h e st
p e a k    m e  m o r y   u s a g e i s  f o r   p pl a c e r,  f oll o  w e d  b y   E P  A- n g i n
s e c o n d   pl a c e,  a n d e v e r y e x pl o r e d s etti n g f o r  B   r e d u c e s t h ei r
p e a k    m e  m o r y    u s a g e.    O n  t h e    L T P _ s 1 2 8 _ S S  U    d at a s et,  t h e
s a  m e t r e n d s  a p p e a r,  b ut   wit h t h e f oll o  wi n g   diff e r e n c e:  h e r e,
E P  A- n g  h a s  b y  f a r  t h e  hi g h e st   p e a k    m e  m o r y   u s a g e  (  m o r e
t h a n t h r e e ti  m e s t h at  of e v e r y  ot h e r   m et h o d).

O v e r all,   w h at t h e s e t r e n d s  s h o  w i s t h at t h e   diff e r e nt  s et-
ti n g s  f o r  B   b et  w e e n  1 0 0 0  a n d  4 0 0 0  r e s ult i n  at    w o r st  s  m all
c h a n g e s  t o  t h e   pl a c e  m e nt  e r r o r  b ut  v e r y  l a r g e  c h a n g e s  t o
r u nti  m e  a n d   m e  m o r y   u s a g e. If   pl a c e  m e nt  a c c u r a c y   m u st  b e
o pti  mi z e d,  t h e n  t h e s e  r e s ult s  s u g g e st  t h at  t h e  o pti  m al  s et-
ti n g  f o r  B   w h e n   u si n g   p pl a c e r- S  C  A   M P P  i s   p r o b a bl y  2 0 0 0,
b ut  t h e   o pti  m al  s etti n g    w h e n    u si n g    E P  A- n g- S  C  A   M P P  i s
p o s si bl y   B   ¼   4 0 0 0   ( b ut   B   ¼   2 0 0 0   p r o d u c e s    v e r y   cl o s e
r e s ult s).   H o  w e v e r, t h e c o  m p ut ati o n al  hit ( b ot h r u n ni n g ti  m e
a n d   m e  m o r y   u s a g e) i n c h a n gi n g f r o  m  B   ¼   2 0 0 0  t o B   ¼   4 0 0 0
i s  s u b st a nti al f o r  b ot h    m et h o d s.   B a s e d  o n t h e s e  e x p e ri  m e n-
t al  r e s ult s,    w e  s et  B   ¼   2 0 0 0   f o r    d ef a ult    u s a g e    wit h   b ot h

p pl a c e r- S  C  A   M P P  a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P,  a n d   u s e d t hi s  s et-
ti n g i n t h e s u b s e q u e nt e x p e ri  m e nt s.

4. 2     E x p eri  m e nt  2:   E v al u ati n g   S  C  A  M  P  P   o n
M o d e r at el y   L ar g e   Tr e e s

T hi s  e x p e ri  m e nt  e x a  mi n e s   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt  o n  t  w o
m o d e r at el y  l a r g e   b a c k b o n e  t r e e s,    u si n g  t h e  s etti n g  f o r   B
e st a bli s h e d i n   E x p e ri  m e nt  1.    W e  a n al y z e t h e  1 6 S. B.  A L L  bi o-
l o gi c al   d at a s et  (  wit h  2 7, 6 4 3  s e q u e n c e s)  a n d  t h e  nt 7 8  si  m u-
l at e d    d at a s et   (  wit h   7 8, 1 3 2   s e q u e n c e s).     W e   s e e    diff e r e nt
t r e n d s  f o r  e a c h  of  t h e s e   d at a s et s,  a n d  s o    w e   di s c u s s  t h e  m
s e p a r at el y, st a rti n g   wit h t h e s  m all e r  of t h e t  w o   d at a s et s.

O n t h e 1 6 S. B.  A L L   d at a s et ( Fi g. 4 a),   w e s e e t h at   A P P L E S- 2
h a s   d o u bl e  t h e   d elt a  e r r o r  of  t h e  ot h e r    m et h o d s.   T h e    m o st
a c c u r at e    m et h o d i s   E P  A- n g,   wit h   d elt a  e r r o r  of  4. 4,  b ut t h e
d elt a  e r r o r s  of  t h e  r e  m ai ni n g    m et h o d s  a r e  all  b et  w e e n  5. 3
a n d   5. 4,   a n d   h a v e   o v e rl a p pi n g   e r r o r   b a r s    wit h    E P  A- n g.
T h e r e  a r e  s u b st a nti al   diff e r e n c e s  i n  t e r  m s  of  r u n ni n g  ti  m e,
wit h    A P P L E S- 2  b y  f a r  t h e  f a st e st  a n d    p pl a c e r  b y  f a r  t h e
sl o  w e st.   E P  A- n g i s t h e  s e c o n d  sl o  w e st. I n  c o nt r a st,   p pl a c e r-
S  C  A   M P P  a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P (  w hi c h  a r e  n e a rl y i d e nti c al
i n r u n ni n g ti  m e)  a r e  n e a rl y  a s f a st  a s   A P P L E S- 2.   T h e   m et h-
o d s  al s o   diff e r  s u b st a nti all y   wit h  r e s p e ct t o    m e  m o r y   u s a g e,
wit h     A P P L E S- 2   t h e   b e st,   f oll o  w e d   cl o s el y   b y    p pl a c e r-

Fi g.  3.   E x p eri  m e nt  1:   R e s ult s  of  p h yl o g e n eti c  pl a c e  m e nt   m et h o d s  o n t h e t  w o   P  E   W  O  d at a s et s ( gr e e n 8 5  a n d  L T  P _ s 1 2 8 _  S S  U),  u si n g   B   ¼   1 0 0 0 , B   ¼
2 0 0 0 ; a n d  B   ¼   4 0 0 0 .   Wit hi n  e a c h r o  w t h e  s u b fi g ur e s  s h o  w:   M e a n  d elt a  err or (l eft),   M e a n ti  m e i n  s e c o n d s ( c e nt er),  a n d   M e a n  p e a k   m e  m or y  u s a g e i n
G b (ri g ht).   R e s ult s  ar e s h o  w n  a cr o s s  2 0 0  q u er y s e q u e n c e  pl a c e  m e nt s.

W  E  D  E L L   E T  A L.:   S  C  A  M  P  P:   S  C  A LI  N  G   A LI  G  N  M  E  N T-  B A  S  E  D   P  H  Y L  O  G  E  N  E TI  C   P L  A  C E  M  E  N T   T  O  L  A  R  G  E   T  R  E  E  S 1 4 2 3



S  C  A   M P P  a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P,  a n d  t h e n  b y   E P  A- n g  a n d
p pl a c e r,   w hi c h  h a v e  a b o ut t h e  s a  m e (l a r g e)   m e  m o r y   u s a g e.
S p e ci fi c all y,   S  C  A   M P P   e n a bl e s   a  l a r g e  r e d u cti o n  i n    p e a k
m e  m o r y    u s a g e  f o r   b ot h    p pl a c e r   a n d    E P  A- n g,  f r o  m   o v e r
3 0  G b t o   u n d e r 3  G b  o n t hi s   d at a s et.

R e s ult s  o n  t h e  7 8 nt    d at a s et  ( Fi g.  4 b)  s h o  w  s o  m e  w h at
diff e r e nt  t r e n d s.   T h e   fi r st  a n d    m o st  si g ni fi c a nt   diff e r e n c e
i s  t h at   n eit h e r   p pl a c e r   n o r   E P  A- n g    w e r e  a bl e  t o   p e rf o r  m
t h e   pl a c e  m e nt s.   O n  t hi s   d at a s et  b ot h   p pl a c e r  a n d   E P  A- n g
f ail e d  t o  r et u r n   a  j pl a c e    fil e    d u e  t o  s e g  m e nt ati o n  f a ult s
( s e e   S u p pl e  m e nt a r y     M at e ri al s,   a v ail a bl e   o nli n e,   S e cti o n
S 5).    T h e   c o  m p a ri s o n   b et  w e e n   t h e   r e  m ai ni n g     m et h o d s
s h o  w s   A P P L E S- 2 l e s s  a c c u r at e t h a n   E P  A- n g- S  C  A   M P P  a n d
p pl a c e r- S  C  A   M P P,  a n d   wit h  a  s  m all  a d v a nt a g e t o   E P  A- n g-
S  C  A   M P P.   T h e  t h r e e    m et h o d s  a r e  a g ai n   di sti n g ui s h a bl e i n
t e r  m s  of  r u nti  m e  a n d    m e  m o r y   u s a g e,    wit h    A P P L E S- 2  t h e
f a st e st    a n d     u si n g   t h e   l e a st     m e  m o r y.     A    c o  m p a ri s o n
b et  w e e n    E P  A- n g- S  C  A   M P P   a n d    p pl a c e r- S  C  A   M P P  s h o  w s
p pl a c e r- S  C  A   M P P sl o  w e r t h a n   E P  A- n g- S  C  A   M P P  b ut   u si n g
l e s s   m e  m o r y.

4. 3     E x p eri  m e nt  3:   E v al u ati n g   S  C  A  M  P  P   o n   V er y
L ar g e   Tr e e s

H e r e    w e  e x pl o r e    p e rf o r  m a n c e  of    p h yl o g e n eti c    pl a c e  m e nt
m et h o d s   w h e n t h e  b a c k b o n e t r e e s  a r e  v e r y l a r g e,   u si n g t h e
R  N  A Si  m-  V S   d at a s et s   wit h  b a c k b o n e t r e e s r a n gi n g f r o  m 5 0  K
t o  2 0 0  K l e a v e s.   T h e r e  a r e   fi v e  r e pli c at e s  e a c h f o r t r e e s   wit h

5 0  K  a n d  1 0 0  K  l e a v e s  a n d  o nl y  o n e  r e pli c at e    wit h  a  t r e e  of
2 0 0  K l e a v e s.  F o r t hi s  st u d y,   w e   d o  n ot   u s e  eit h e r   p pl a c e r  o r
E P  A- n g,  a s  t h e y  f ail  t o  c o  m pl et e   o n  t h e   nt 7 8    d at a s et,  a s
s h o  w n i n   E x p e ri  m e nt 2.

4. 3. 1     E x p eri  m e nt  3 a:   S c al a bilit y i n   Pl a ci n g   F ull-

L e n gt h   S e q u e n c e s

Pl a c e  m e nt  e r r o r  r e s ult s   o n  t h e s e    d at a    p r e s e nt  i nt e r e sti n g
t r e n d s  ( Fi g.  5 c).    O n  t h e  b a c k b o n e  t r e e s    wit h  5 0, 0 0 0  l e a v e s,
p pl a c e r- S  C  A   M P P  h a s t h e l o  w e st   pl a c e  m e nt  e r r o r, f oll o  w e d
b y    E P  A- n g- S  C  A   M P P,   a n d   t h e n   b y     A P P L E S- 2.     O n   t h e
1 0 0, 0 0 0-l e af  b a c k b o n e t r e e s,   p pl a c e r- S  C  A   M P P  a g ai n  h a s t h e
l o  w e st e r r o r,  a n d   A P P L E S- 2  a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P  h a v e t h e
s a  m e  hi g h e r e r r o r.   R e s ult s  o n t h e  2 0 0, 0 0 0-l e af  b a c k b o n e t r e e
s h o  w  t h e  s a  m e  r el ati v e  t r e n d s  a s  o n  t h e  1 0 0, 0 0 0-l e af  b a c k-
b o n e  t r e e s,  b ut  e r r o r  r at e s  h a v e   d r o p p e d  s o  m e  w h at  f o r  all
m et h o d s.

A  c o  m p a ri s o n  of    m et h o d s    wit h  r e s p e ct  t o  r u n ni n g  ti  m e
a n d   m e  m o r y   u s a g e i s  al s o i nt e r e sti n g ( Fi g.  5 c).   A P P L E S- 2 i s
cl e a rl y  t h e  f a st e st  of  t h e  t h r e e    m et h o d s,  f oll o  w e d  b y   E P  A-
n g- S  C  A   M P P  a n d  t h e n  b y   p pl a c e r- S  C  A   M P P.  F u rt h e r  m o r e,
E P  A- n g- S  C  A   M P P  a n d    A P P L E S- 2  a r e  n ot  v e r y  f a r  a p a rt  i n
t e r  m s  of  r u nti  m e  o n t h e  1 0 0, 0 0 0-l e af t r e e  a n d t h e n i d e nti c al
i n  r u n ni n g  ti  m e   o n  t h e  l a r g e st  t r e e    wit h   2 0 0, 0 0 0  l e a v e s.
M e  m o r y   u s a g e al s o cl e a rl y f a v o r s   A P P L E S- 2,  a n d t h e   diff e r-
e n c e s  b et  w e e n   E P  A- n g- S  C  A   M P P  a n d   p pl a c e r- S  C  A   M P P  a r e
v e r y s  m all.

Fi g.  4.   E x p eri  m e nt  2:   R e s ult s  of  p h yl o g e n eti c  pl a c e  m e nt   m et h o d s  o n   m o d er at el y l ar g e  b a c k b o n e tr e e s.   Wit hi n  e a c h r o  w t h e  s u b fi g ur e s  s h o  w:   M e a n
d elt a  err or (l eft),   M e a n ti  m e i n  s e c o n d s ( c e nt er),  a n d   M e a n  p e a k   m e  m or y  u s a g e i n   G b (ri g ht).   R o  w s (fr o  m t o p t o  b ott o  m)  s h o  w r e s ult s  o n  1 6  S.  B.  A L L
a n d  nt 7 8.   O n t h e  nt 7 8  d at a s et,  p pl a c er  a n d   E  P A- n g  b e c a u s e  b ot h f ail t o  r et ur n  v ali d  r e s ult s,  a n d t hi s i s i n di c at e d   wit h  a n  “  X”.   R e s ult s  ar e  s h o  w n
a cr o s s  2 0 0  q u er y s e q u e n c e  pl a c e  m e nt s.

1 4 2 4 I  E  E  E/  A  C  M   T  R  A  N  S  A  C TI  O  N  S   O  N   C  O  M  P  U T A TI  O  N  A L   BI  O L  O  G  Y  A  N  D   BI  OI  N F  O  R  M  A TI  C  S,   V  O L.  2 0,   N  O.  2,   M  A  R  C  H/  A  P  RI L  2 0 2 3



4. 3. 2     E x p eri  m e nt  3 b:   S c al a bilit y  of   Fr a g  m e nt ar y

S e q u e n c e   Pl a c e  m e nt

W e  e x a  mi n e d  t  w o  l e n gt h s  f o r  t h e  f r a g  m e nt a r y  s e q u e n c e s:
s h o rt  f r a g  m e nt s,   a v e r a gi n g   1 5 4   n u cl e oti d e s,   a n d   sli g htl y
l o n g e r  f r a g  m e nt s,  a v e r a gi n g  3 8 5   n u cl e oti d e s.    W e  r ef e r  t o
t h e  s h o rt e r  s e q u e n c e  c o n diti o n  a s    H F  ( hi g h  f r a g  m e nt a r y)
a n d t h e sli g htl y l o n g e r f r a g  m e nt s a s   L F (l o  w f r a g  m e nt a r y).

R e s ult s  o n  t h e  s h o rt  f r a g  m e nt s  s h o  w  v e r y  cl e a r  t r e n d s
( Fi g.   5 a).   Fi r st,    A P P L E S- 2   h a s   s u b st a nti all y   hi g h e r    d elt a

e r r o r  t h a n   p pl a c e r- S  C  A   M P P  a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P  f o r  all

b a c k b o n e  t r e e  si z e s,  a n d  t h e    diff e r e n c e   b et  w e e n    p pl a c e r-

S  C  A   M P P   a n d    E P  A- n g- S  C  A   M P P  i s   v e r y  s  m all.    All  t h r e e

m et h o d s  h a v e  e s s e nti all y  t h e  s a  m e  r u n ni n g  ti  m e  f o r  b a c k-

b o n e t r e e si z e  5 0, 0 0 0  b ut   diff e r e n c e s  a p p e a r  a s t h e  b a c k b o n e

t r e e si z e i n c r e a s e s s o t h at   A P P L E S- 2  b e c o  m e s t h e sl o  w e st  of

t h e t h r e e   m et h o d s.   E P  A- n g- S  C  A   M P P  a n d   p pl a c e r- S  C  A   M P P

h a v e  cl o s e  r u nti  m e s,   wit h   p pl a c e r- S  C  A   M P P  sli g htl y  sl o  w e r
t h a n   E P  A- n g- S  C  A   M P P  o n  b a c k b o n e  t r e e  si z e  1 0 0, 0 0 0  a n d
t h e n  f a st e r  o n  b a c k b o n e  t r e e  si z e  2 0 0, 0 0 0.    A P P L E S- 2  a n d
p pl a c e r- S  C  A   M P P   b ot h   h a v e  r el ati v el y  l o  w    p e a k    m e  m o r y
u s a g e  at  all  si z e s (t h o u g h   A P P L E S- 2   u s e s    m o r e   p e a k    m e  m-
o r y  t h a n    p pl a c e r- S  C  A   M P P  o n  t h e  l a r g e r  b a c k b o n e  t r e e s),
a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P  h a s  b y f a r t h e  hi g h e st   p e a k    m e  m o r y
u s a g e.

R e s ult s   o n   t h e   l o n g e r   f r a g  m e nt s   s h o  w   v e r y   si  mil a r
t r e n d s,  b ut    wit h  a  f e  w    diff e r e n c e s  ( Fi g.  5 b).    A s    wit h  t h e
s h o rt f r a g  m e nt s,   A P P L E S- 2 i s t h e l e a st  a c c u r at e,  a n d   diff e r-
e n c e s  b et  w e e n   p pl a c e r- S  C  A   M P P  a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P  a r e
mi n o r   (t h o u g h   t h e r e   i s   a   s  m all   a d v a nt a g e   t o    p pl a c e r-
S  C  A   M P P  o v e r    E P  A- n g- S  C  A   M P P  o n  t h e  l a r g e st  b a c k b o n e
si z e).   T h e  s a  m e  b a si c  t r e n d s  h ol d  f o r  r u n ni n g  ti  m e,  e x c e pt
t h at   p pl a c e r- S  C  A   M P P  i s  t h e  sl o  w e st  of  t h e  t h r e e    m et h o d s
u ntil   t h e  l a r g e st   b a c k b o n e   si z e,     w h e r e  it  i s   f a st e r   t h a n

Fi g.  5.   E x p eri  m e nt  3:   C o  m p ari s o n  of  pl a c e  m e nt  of f ull l e n gt h  a n d fr a g  m e nt ar y s e q u e n c e s  o n t h e   R  N  A  Si  m-  V  S  b a c k b o n e tr e e s   wit h  5 0, 0 0 0 t o  2 0 0, 0 0 0
l e a v e s.   S h ort fr a g  m e nt s (t o p r o  w), l o n g fr a g  m e nt s (  mi d dl e r o  w),  a n d f ull-l e n gt h  s e q u e n c e s ( b ott o  m r o  w).   Wit hi n  e a c h r o  w,   w e  s h o  w  pl a c e  m e nt  d elt a
err or (l eft), r u nti  m e ( c e nt er),  a n d  p e a k   m e  m or y  u s a g e (ri g ht).    W e r e p ort r e s ult s f or  2 0 0  q u eri e s  o v er  5 r e pli c at e s  o n t h e  5 0, 0 0 0-  a n d  1 0 0, 0 0 0-t a x o n
b a c k b o n e tr e e s  a n d  o nl y  o n e r e pli c at e  o n t h e  2 0 0, 0 0 0-t a x o n  b a c k b o n e tr e e s.   E a c h r e pli c at e c o nt ai n s  2 0 0  q u er y s e q u e n c e  pl a c e  m e nt s.
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A P P L E S- 2  b ut  sli g htl y  sl o  w e r t h a n   E P  A- n g- S  C  A   M P P.   P e a k
m e  m o r y     u s a g e   i s   al s o   sli g htl y     diff e r e nt,   b ut     E P  A- n g-
S  C  A   M P P i s still  b y f a r t h e   m o st   m e  m o r y-i nt e n si v e.

S o  m e   ot h e r  t r e n d s  a r e  al s o    w o rt h   n oti n g.   Fi r st,    d elt a
e r r o r   r at e s    d r o p     wit h   i n c r e a s e s   i n   t h e   b a c k b o n e   t r e e
si z e,    w hil e  r u nti  m e  i n c r e a s e s.   T h e  i n c r e a s e  i n  r u nti  m e  i s
e x p e ct e d,  b ut t h e   d e c r e a s e i n   d elt a  e r r o r i s  s u r p ri si n g,  a n d
w o rt h  f u rt h e r  i n v e sti g ati o n.  I nt e r e sti n gl y,    p e a k    m e  m o r y
u s a g e i s  f ai rl y  c o n st a nt  a s  t h e  b a c k b o n e  t r e e  si z e i n c r e a s e
f o r   E P  A- n g- S  C  A   M P P,  b ut  g r o  w s f o r   p pl a c e r- S  C  A   M P P  a n d
f o r    A P P L E S.    T h e  i  m p a ct   of   b a c k b o n e  t r e e  si z e   o n    p e a k
m e  m o r y   u s a g e  f o r    A P P L E S- 2  f oll o  w s  f r o   m  it s  al g o rit h  m
d e si g n,   b ut  t h e    diff e r e nti al  i  m p a ct   o n    p pl a c e r- S  C  A   M P P
a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P  i s  s o  m e  w h at  s u r p ri si n g  a n d    w o rt h
f u rt h e r   i n v e sti g ati o n.     W e   al s o   s e e   t h at   e r r o r   r at e s   a r e
hi g h e r  o n t h e  s h o rt f r a g  m e nt s t h a n  o n t h e l o n g f r a g  m e nt s,
w hi c h  i s   al s o   e x p e ct e d  ( si n c e  t h e r e  i s  l e s s  i nf o r  m ati o n
a v ail a bl e f o r   pl a c e  m e nt).

4. 3. 3     C o  m p ut ati o n al   S c al a bilit y  of  p pl a c er-  S  C  A  M  P  P

W e   fi ni s h t hi s  s e cti o n   wit h  a   di r e ct  e v al u ati o n  of   h o  w   w ell
p pl a c e r- S  C  A   M P P  s c al e s i n  t e r  m s  of  r u nti  m e  a n d    m e  m o r y
u s a g e,  b y  c o  m p a ri n g  r u nti  m e  a n d    m e  m o r y   u s a g e  o n  t h e
R  N  A Si  m-  V S   d at a s et s f o r  b ot h f ull-l e n gt h  a n d f r a g  m e nt a r y
s e q u e n c e s.    T h e  r u nti  m e   of    p p l a c e r- S  C  A   M P P  i s  cl o s e  t o
li n e a r  i n  t h e   si z e   of  t h e   b a c k b o n e  t r e e  ( Fi g.   6),   a n d   a
d et ail e d  e v al u ati o n  of  t h e  r u nti  m e  of  e a c h  st e p  ( T a bl e  2)
s h o  w s  t h at  t h e  ti  m e    u s e d   b y    p pl a c e r  it s elf  i s   c o n st a nt
a c r o s s  all  b a c k b o n e  t r e e  si z e s.    W e  si  mil a rl y  s e e  t h at  t h e
p e a k    m e  m o r y   u s a g e   d o e s   n ot i n c r e a s e   wit h  b a c k b o n e t r e e
si z e   ( Fi g.   5),   s u g g e sti n g   t h at   t h e     m a xi  m u  m   li k eli h o o d
p h yl o g e n eti c     pl a c e  m e nt     m et h o d   i s   li k el y   t h e     p r o c e s s
w h e r e  t h e    m e  m o r y    u s a g e    p e a k s,   b e c a u s e  t h e    pl a c e  m e nt
t r e e    wit hi n  t h e  b a c k b o n e  t r e e  r e  m ai n s  a   fi x e d  si z e    wit hi n
o u r  e x p e ri  m e nt s.   O v e r all,  t h e  c o  m p ut ati o n al  s c al a bilit y  of
p pl a c e r- S  C  A   M P P i s  v e r y  g o o d  o n t h e s e   d at a s et s,  a n d  s u g-
g e st s  t h e   p ot e nti al  f o r  b ei n g  s c al a bl e  t o  e v e n  l a r g e r  b a c k-
b o n e t r e e s.

5   D I  S  C  U  S  SI  O  N

5. 1    I  m p a ct   of   U si n g   S  C  A  M  P  P

I n  g e n e r al,    w e   fi n d  t h at  S  C  A   M P P i  m p r o v e s  c o  m p ut ati o n al
p e rf o r  m a n c e  ( b ot h    m e  m o r y    u s a g e  a n d  r u n ni n g  ti  m e)  f o r
b ot h   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt    m et h o d s,  b ut  t h e  i  m p a ct  o n
a c c u r a c y     d e p e n d s    o n   t h e     m o d el    c o n diti o n    a n d    e v e n
d e p e n d s  o n   w h et h e r   p pl a c e r  o r   E P  A- n g i s   u s e d.   W e  al s o s e e
t h at   t h e   r el ati v e   a c c u r a c y   a n d   c o  m p ut ati o n al   ef fi ci e n c y
( b ot h s p e e d a n d   m e  m o r y) c o  m p a r e d t o a l e a di n g f a st   p h yl o-
g e n eti c    pl a c e  m e nt     m et h o d,     A P P L E S- 2,    d e p e n d s   o n   t h e
m o d el  c o n diti o n.    W e  t h e r ef o r e  b e gi n    wit h  a   di s c u s si o n  of
t h e s e t r e n d s.

St a rti n g   wit h a c o  m p a ri s o n  b et  w e e n   p pl a c e r a n d   p pl a c e r-
S  C  A   M P P,   w e  n ot e t h at  o n t h o s e   d at a s et s  o n   w hi c h   p pl a c e r
c o ul d r u n,   p pl a c e r- S  C  A   M P P   w a s  al  w a y s at l e a st  a s  a c c u r at e
a s   p pl a c e r,  oft e n  s u b st a nti all y    m o r e  a c c u r at e,  a n d   w a s  al s o
f a st e r  a n d  h a d  a  s  m all e r   p e a k    m e  m o r y   u s a g e.    W e  al s o  s e e
t h at t h e s u bt r e e si z e,  a s   d e fi n e d  b y B  ,  h a s  a l a r g e i  m p a ct  o n
p pl a c e r:   w h e n   B   i s  v e r y  s  m all ( e. g.,  b el o  w  5 0 0  o n t h e   d at a-
s et s i n   E x p e ri  m e nt  1),   d elt a  e r r o r  r at e s  a r e  hi g h,  t h e n  e r r o r
r at e s   d r o p  a s  B   i n c r e a s e s t o ( a p p r o xi  m at el y)  2 0 0 0,  b ut  a s B
i n c r e a s e s  b e y o n d t h at t h e  e r r o r r at e s  c a n  b e c o  m e  v e r y  hi g h.
T hi s  i s     m o st   n ot e  w o rt h y   o n  t h e    L T P _ s 1 2 8 _ S S  U    d at a s et,
w h e r e  t h e r e  i s  a  v e r y  l a r g e  i n c r e a s e  i n  e r r o r  at   B   ¼   8 0 0 0 .
T hi s  t r e n d  s h o  w s  t h at   p pl a c e r  a c c u r a c y   d e g r a d e s  o n  v e r y
l a r g e   pl a c e  m e nt t r e e s,   w hi c h i s  a n i nt ri g ui n g   fi n di n g.  Si n c e
w e  al s o  o b s e r v e d  t h at    p pl a c e r  c a n  r et u r n   1   v al u e s  o n
l a r g e   b a c k b o n e  t r e e s  ( S u p pl e  m e nt a r y    M at e ri al s,  a v ail a bl e
o nli n e,  S e cti o n  S 5  a n d   T a bl e  S 1), t hi s s u g g e st s t h at t h e i s s u e
i s  n u  m e ri c al.   T a ki n g  t h e s e  o b s e r v ati o n s  t o g et h e r,    w e  i nf e r
t h at   p pl a c e r  h a s  n u  m e ri c al i s s u e s t h at   m a k e it  n ot   w o r k t h at
w ell (i n t e r  m s  of  a c c u r a c y)  o n l a r g e   pl a c e  m e nt t r e e s,   w hi c h
i s    w h y  t h e    u s e  of  S  C  A   M P P  i  m p r o v e s  a c c u r a c y.  I n  ot h e r
w o r d s,  t h e   p a r a  m et e r   B   i n  t h e   p pl a c e r- S  C  A   M P P   pi p eli n e
li  mit s t h e  si z e  of t h e  s u bt r e e i nt o   w hi c h   p pl a c e r i s  a p pli e d,
w hi c h  eli  mi n at e s ( o r  at l e a st  r e d u c e s,   d e p e n di n g  o n   B  ) t hi s
n u  m e ri c al  i n st a bilit y.    T h e  a d v a nt a g e  of    p pl a c e r- S  C  A   M P P
o v e r    p pl a c e r   f o r   a c c u r a c y,   h o  w e v e r,  i s   n ot   a n  i n h e r e nt
a s p e ct  of   p pl a c e r, si n c e  a d d r e s si n g t h e  n u  m e ri c al i n st a bilit y
of   p pl a c e r i n  a f ut u r e i  m pl e  m e nt ati o n  of   p pl a c e r   m a y  eli  mi-
n at e  t h e  a c c u r a c y  a d v a nt a g e  ( o r  e v e n  r e v e r s e it).   T h u s,  t h e
m ai n l o n gt e r  m  a d v a nt a g e  of   p pl a c e r- S  C  A   M P P  o v e r   p pl a c e r
m a y  b e c o  m p ut ati o n al   p e rf o r  m a n c e.

T h e  c o  m p a ri s o n  b et  w e e n   E P  A- n g  a n d   E P  A- n g- S  C  A   M P P
p r e s e nt s   s o  m e  w h at    diff e r e nt   t r e n d s.     O n   t h o s e    d at a s et s
o n    w hi c h   b ot h    m et h o d s  r u n,    w e  s o  m eti  m e s  s e e    E P  A- n g
m o r e  a c c u r at e  a n d  s o  m eti  m e s  l e s s  a c c u r at e  t h a n   E P  A- n g-

S  C  A   M P P;    w hil e  t h e s e    diff e r e n c e s  a r e  s  m all,  t h e  f a ct  t h at

E P  A- n g- S  C  A   M P P  c a n  b e  l e s s  a c c u r at e  t h a n   E P  A- n g  i n di-

c at e s  a  n ot e  w o rt h y   diff e r e n c e  b et  w e e n   E P  A- n g  a n d   p pl a c e r.

W e  al s o s e e t h at i n c r e a s e s i n   B   b e y o n d  2 0 0 0  h a s  a s  m all  b ut

o c c a si o n all y  n e g ati v e  i  m a p ct  o n   E P  A- n g- S  C  A   M P P.    O n  t h e

ot h e r  h a n d,   E P  A- n g  c a n f ail t o r u n  o n  s o  m e   d at a s et s   d u e t o

m e  m o r y  r e q ui r e  m e nt s.    O v e r all,  t h e s e  t r e n d s  s u g g e st  t h at

E P  A- n g   m a y  n ot  h a v e t h e s a  m e  n u  m e ri c  v ul n e r a bilit y  a s   w e

s a  w  i n    p pl a c e r   ( s e e   S u p pl e  m e nt a r y     M at e ri al s,   a v ail a bl e

o nli n e, S e cti o n S 5 f o r a d diti o n al   di s c u s si o n a b o ut t hi s i s s u e).

I n  s u  m,  o u r  st u d y  s h o  w s  t h at    E P  A- n g  c a n    p r o vi d e  g o o d

a c c u r a c y  o n t h o s e l a r g e  b a c k b o n e t r e e s  o n   w hi c h it  c a n r u n,

a n d   t h e   b e n e fit   t o    u si n g    E P  A- n g     wit hi n   t h e   S  C  A   M P P

Fi g.  6.   M e a n r u n ni n g ti  m e f or  p pl a c er-  S  C  A  M  P  P  o n t hr e e  diff er e nt   R  N  A-
si  m  b a c k b o n e tr e e  si z e s,  5 0, 0 0 0,  1 0 0, 0 0 0,  a n d  2 0 0, 0 0 0, i n  pl a ci n g f ull-
l e n gt h  s e q u e n c e s.    W e r e p ort r e s ult s f or  5 r e pli c at e s  o n t h e  5 0, 0 0 0-  a n d
1 0 0, 0 0 0-t a x o n  b a c k b o n e  tr e e s  a n d  o nl y  o n e  r e pli c at e  o n  t h e  2 0 0, 0 0 0-
t a x o n   b a c k b o n e  tr e e s.    E a c h  r e pli c at e   c o nt ai n s   2 0 0   q u er y   s e q u e n c e
pl a c e  m e nt s.
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f r a  m e  w o r k   m a y  o nl y  b e t o  e n a bl e it t o r u n   wit hi n t h e  a v ail-
a bl e c o  m p ut ati o n al r e s o u r c e s.

S  C  A   M P P   h a s  a  l a r g e r  b e n e fi ci al  i  m p a ct,  e s p e ci all y  f o r
r u nti  m e    a n d     m e  m o r y     u s a g e,   f o r     pl a ci n g   f r a g  m e nt a r y
s e q u e n c e s  t h a n  it   d o e s  f o r  f ull-l e n gt h  s e q u e n c e s,    w hi c h  i s
al s o  i nt e r e sti n g.   S p e ci fi c all y,    p pl a c e r- S  C  A   M P P   a n d    E P  A-
n g- S  C  A   M P P  b e c o  m e    m u c h    m o r e  c o  m p ut ati o n all y  ef fi ci e nt
o n f r a g  m e nt a r y  s e q u e n c e s  c o  m p a r e d t o f ull-l e n gt h  s e q u e n-
c e s,    w hil e    A P P L E S- 2    d o e s   n ot   b e c o  m e    m o r e  ef fi ci e nt   o n
f r a g  m e nt a r y  s e q u e n c e s.    T h e s e  r e d u cti o n s  i n  r u nti  m e  a n d
m e  m o r y   u s e  a r e  li k el y   d u e  t o  t h e    m a s ki n g  t e c h ni q u e s  f o r
l e a di n g  a n d  t r aili n g  g a p s   u s e d i n  t h e  S  C  A   M P P  f r a  m e  w o r k
a s   w ell a s i n   E P  A- n g a n d   p pl a c e r [ 1 0].

O v e r all,  t h e r ef o r e,   u si n g  S  C  A   M P P  g r e atl y  r e d u c e d  r u n-
ti  m e  a n d    m e  m o r y   u s a g e f o r  b ot h   p pl a c e r  a n d   E P  A- n g,  a n d
eit h e r  i  m p r o v e d   a c c u r a c y   o r   at    w o r st  sli g htl y    d e c r e a s e d
a c c u r a c y;  h o  w e v e r,  t h e   d e c r e a s e s  i n  a c c u r a c y    w e r e li  mit e d
t o    E P  A- n g- S  C  A   M P P.     M o r e o v e r,   t h e r e     w e r e     m a n y  l a r g e
b a c k b o n e t r e e s  o n   w hi c h  n eit h e r   p pl a c e r  n o r   E P  A- n g  c o ul d
r u n,  a n d   u si n g  S  C  A   M P P  e n a bl e d t h e  m t o r u n  a n d   wit h l o  w
m e  m o r y   u s a g e.   T h u s,  t h e r e    w a s  al  w a y s  a  b e n e fit  o bt ai n e d
i n   u si n g  S  C  A   M P P i n  o u r  e x p e ri  m e nt s,  b ut t h e t y p e  of  b e n e-
fit  a n d  it s    m a g nit u d e   d e p e n d s  o n  t h e   pl a c e  m e nt    m et h o d,
b a c k b o n e t r e e, a n d  q u e r y s e q u e n c e l e n gt h.

5. 2     C h o o si n g   B et  w e e n   P h yl o g e n eti c
Pl a c e  m e nt   M et h o d s

T hi s   st u d y   e st a bli s h e s   t h at     p pl a c e r- S  C  A   M P P,     E P  A- n g-
S  C  A   M P P,  a n d    A P P L E S- 2  c a n  b e    u s e d  o n  l a r g e  b a c k b o n e
t r e e s,  a n d  t h at   p pl a c e r  a n d   E P  A- n g  a r e  n ot  a s  s c al a bl e  a s
t h e s e t h r e e   m et h o d s.   H e r e   w e   di s c u s s t h e  q u e sti o n  of   w hi c h
of  t h e  t h r e e  s c al a bl e    m et h o d s  s h o ul d  b e   u s e d,  a n d   u n d e r
w hi c h c o n diti o n s.   A c o  m p a ri s o n  b et  w e e n   p pl a c e r- S  C  A   M P P
a n d    E P  A- n g- S  C  A   M P P  s h o  w s  littl e    diff e r e n c e  i n  t e r  m s  of
a c c u r a c y,  a n d   diff e r e n c e s  f o r  r u nti  m e  a n d    m e  m o r y   u s a g e
t h at   d e p e n d  o n  t h e   d at a s et.    H e r e    w e  e x a  mi n e  t h e  r el ati v e
p e rf o r  m a n c e   of    p pl a c e r- S  C  A   M P P   a n d     A P P L E S- 2,   a s   a n
e x a  m pl e  of   w h e n t hi s f r a  m e  w o r k c a n  b e   u s ef ul.

T h r o u g h o ut  t h e   d at a s et s    w e  st u di e d,   p pl a c e r- S  C  A   M P P
w a s     m o r e   a c c u r at e   t h a n     A P P L E S- 2,   b ut   t h e    d e g r e e   of
i  m p r o v e  m e nt  v a ri e d.   Wit h t h e e x c e pti o n  of t h e   R  N  A Si  m-  V S
d at a s et s   wit h f r a g  m e nt a r y  s e q u e n c e s,   A P P L E S- 2   w a s f a st e r
a n d  h a d l o  w e r   p e a k   m e  m o r y   u s a g e t h a n   p pl a c e r- S  C  A   M P P;
h o  w e v e r,  t h e  g a p  n a r r o  w e d  f o r  t h e  l a r g e st  b a c k b o n e  t r e e s.
T h u s, t h e c h oi c e  b et  w e e n t h e t  w o   m et h o d s i s f u n d a  m e nt all y
a  t r a d e off  b et  w e e n  c o  m p ut ati o n al    p e rf o r  m a n c e  ( g e n e r all y
b ut  n ot  al  w a y s f a v o ri n g   A P P L E S- 2)  a n d  a c c u r a c y (f a v o ri n g
p pl a c e r- S  C  A   M P P).    W h e n  a c c u r a c y  i s  v e r y  i  m p o rt a nt,  t h e
a c c u r a c y  a d v a nt a g e   m a y  b e l a r g e  e n o u g h t o   m e rit t h e  e xt r a

c o  m p ut ati o n al   hit   i n    u si n g    p pl a c e r- S  C  A   M P P   i n st e a d   of
A P P L E S- 2.   H o  w e v e r, t h e l a r g e   diff e r e n c e i n  r u nti  m e   u n d e r
m a n y  c o n diti o n s  s u g g e st s t h at f o r  s o  m e  a p pli c ati o n s  (  m o st
n ot a bl y   f o r     mi c r o bi o  m e   a n al y s e s   of     milli o n s   of   r e a d s),
A P P L E S- 2   will  b e t h e   m et h o d  of c h oi c e.

5. 3     R el at e d   St u di e s

T hi s    w o r k  b uil d s  off  of  a n  e a rli e r    p r ot ot y p e  [ 3 2],    w hi c h
w a s   li  mit e d   t o   t h e    S  C  A   M P P   f r a  m e  w o r k’ s     u s e     wit h
p pl a c e r,   a n d   o nl y   e x pl o r e d   a   si n gl e     m o d el   c o n diti o n
(  R  N  A si  m   V S)   wit h  o nl y f ull-l e n gt h  s e q u e n c e s. I n t h e  S u p-
pl e  m e nt a r y     M at e ri al s,   a v ail a bl e   o nli n e,   S e cti o n   S 3,     w e
c o  m p a r e  t h at  i  m pl e  m e nt ati o n  of  S  C  A   M P P  t o  t h e  c u r r e nt
i  m pl e  m e nt ati o n,   d e  m o n st r ati n g t h at t h e   n e  w i  m pl e  m e nt a-
ti o n i s    m u c h  f a st e r  a n d   h a s l o  w e r    m e  m o r y   u s a g e  t h at  t h e
i niti al i  m pl e  m e nt ati o n.

T h e r e  a r e t  w o r el ati v el y  cl o s e d r el at e d  a p p r o a c h e s t o t h e
S  C  A   M P P  f r a  m e  w o r k  t h at   r e q ui r e    di s c u s si o n:    p pl a c e r  D  C
[ 3 3]  a n d  t h e    m ultil e v el  “  R u s si a n   D oll ”   p h yl o g e n eti c   pl a c e-
m e nt t e c h ni q u e [ 3 4].   W e   di s c u s s e a c h i n t u r n.

T h e   p pl a c e r  D  C  [ 3 3]  t e c h ni q u e  e  m pl o y s  a    m o r e  e x h a u s-
ti v e   a p p r o a c h   t h a n    p pl a c e r- S  C  A   M P P,   b ut   al s o   e n a bl e s
p pl a c e r t o  s c al e t o l a r g e r  b a c k b o n e t r e e s. I n   p pl a c e r  D  C, t h e
b a c k b o n e   t r e e   i s    di vi d e d   (t h r o u g h   e d g e    d el eti o n s)   i nt o
pl a c e  m e nt  s u bt r e e s   wit h  a  b o u n d e d  n u  m b e r  of l e a v e s,  a n d
t h e n t h e  q u e r y s e q u e n c e i s   pl a c e d i nt o e a c h  of t h e   pl a c e  m e nt
s u bt r e e s   u si n g   p pl a c e r.   E a c h s u c h   pl a c e  m e nt i s t h e n e  m b e d-
d e d i n  t h e  f ull  b a c k b o n e  t r e e,  t h u s   p r o d u ci n g  a n  e xt e n d e d
b a c k b o n e  t r e e,  a n d  t h e    m a xi  m u  m  li k eli h o o d  s c o r e  i s  e sti-
m at e d  ( u si n g  t h e   p r o vi d e d  n u  m e ri c   p a r a  m et e r s,    w hi c h  a r e
n ot  r e- o pti  mi z e d)    u si n g    R  A x   M L.    T h e  e xt e n d e d  b a c k b o n e
t r e e s  t h u s  h a v e  all  t h e  t a x a  (i n cl u di n g  t h e  q u e r y  s e q u e n c e)
a n d  s o  c a n  b e  c o  m p a r e d t o  e a c h  ot h e r   wit h  r e s p e ct t o t h ei r
m a xi  m u  m  li k eli h o o d  s c o r e s.   T h e  t r e e    wit h  t h e  b e st  li k eli-
h o o d s c o r e i s t h e n r et u r n e d.

T h e   st u d y   e v al u ati n g    p pl a c e r  D  C     w a s   li  mit e d   t o   t h e
R  N  A Si  m   V S   d at a s et s,   w h e r e it   w a s s h o  w n t o  b e a bl e t o s c al e
t o  b a c k b o n e t r e e s   wit h  1 0 0, 0 0 0 l e a v e s.   H o  w e v e r,   p pl a c e r  D  C
f ail e d  o n  b a c k b o n e  t r e e s  2 0 0, 0 0 0 l e a v e s  a n d    w a s  e xt r e  m el y
c o  m p ut ati o n all y  i nt e n si v e   o n  t h o s e    d at a s et s   o n    w hi c h  it
c o  m pl et e d  –    wit h  hi g h e r  r u n ni n g  ti  m e  a n d   p e a k    m e  m o r y
u s a g e  t h a n   p pl a c e r- S  C  A   M P P.  Fi n all y,   p pl a c e r  D  C    w a s  n ot
e v al u at e d  o n    d at a s et s    wit h  f r a g  m e nt a r y  s e q u e n c e s.  Si n c e
b ot h   m et h o d s  h a v e  b e e n r u n  o n t h e s a  m e   d at s et s (  R  N  A Si  m-
V S    wit h  f ull-l e n gt h  s e q u e n c e s),  t h e  c o  m p a ri s o n  s h o  w s t h at
p pl a c e r  D  C  i s   sl o  w e r,   h a s   hi g h e r    d elt a   e r r o r  ( e. g.,   a b o ut
t  wi c e  a s  hi g h  o n t h e  1 0 0, 0 0 0-l e af  b a c k b o n e t r e e),  a n d  hi g h e r
p e a k    m e  m o r y   u s a g e.   T o   u n d e r st a n d t h e   diff e r e n c e s i n  r u n-
ti  m e   a n d     p e a k     m e  m o r y     u s a g e,   r e c all   t h at     p pl a c e r  D  C
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r e q ui r e s t h at t h e  q u e r y s e q u e n c e  b e   pl a c e d i nt o all t h e   pl a c e-
m e nt  s u bt r e e s  c r e at e d  b y  t h e   d e c o  m p o siti o n,    w hi c h    m a k e s
t h e  r u nti  m e  i n c r e a s e  li n e a rl y    wit h  t h e  b a c k b o n e  t r e e  si z e
( u nl e s s  r u n    wit h   u n b o u n d e d   p a r all eli s  m).   T h e r e  i s  al s o  a
m e  m o r y  a n d r u nti  m e  hit   p r o d u c e d  b y t h e   u s e  of   R  A x   M L t o
c o  m p ut e t h e li k eli h o o d s c o r e  of  e a c h  e xt e n d e d t r e e ( a n d t h e
n u  m b e r  of  t h e s e  t r e e s  g r o  w s  li n e a rl y    wit h  t h e  si z e  of  t h e
b a c k b o n e t r e e).   T hi s   di s c u s si o n  s h o  w s t h at  b y   d e si g n   p pl a-
c e r  D  C   i s     m o r e   c o  m p ut ati o n all y   i nt e n si v e   t h a n    p pl a c e r-
S  C  A   M P P,  a n d  t h at  t hi s  a d diti o n al  e x p e n s e    will  b e  s e e n  o n
a n y   d at a s et,  n ot j u st t h e   R  N  A Si  m-  V S   d at a s et s.

A n ot h e r   u s ef ul  st r at e g y f o r  a d d r e s si n g t h e li  mit e d  s c al-
a bilit y  of   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt   m et h o d s   wit h  r e s p e ct t o
t h e  b a c k b o n e t r e e  si z e i s t h e    m ultil e v el   pl a c e  m e nt    m et h o d
[ 3 4] t h at i s  al s o  a v ail a bl e   wit hi n t h e   G  A P P  A  s uit e  of t o ol s
[ 3 5].    T h e    m ultil e v el  “  R u s si a n    D oll ”    pl a c e  m e nt  a p p r o a c h
i s    d e s c ri b e d   f o r    u s e     wit h   a   t a x o n o  m y   ( o n   a   c a r ef ull y
s el e ct e d  s et  of  s e q u e n c e s),  b ut  t h e  g e n e r al  t e c h ni q u e  c a n
b e  e xt e n d e d  f o r    u s e    wit h  a n y  r o ot e d  t r e e.    A  s p a r s e  b ut
r e p r e s e nt ati v e   s u b s et   of  l e a v e s  f r o  m  t h e   r o ot e d  t r e e  i s
s el e ct e d,  a n d  i s  t h e n   u s e d  a s  t h e  b a c k b o n e  t r e e  (  w h e r e  it
i s  r ef e r r e d  t o  a s  a  “ b r o a d  b a c k b o n e  t r e e ”  ( B T)).    A   p h yl o-
g e n eti c   pl a c e  m e nt    m et h o d i s t h e n   u s e d t o   pl a c e t h e  q u e r y
s e q u e n c e  i nt o  t h e   B T,    w hi c h  all o  w s  it  t o  i d e ntif y  t h e  b e st
cl a d e s  ( r o ot e d  s u bt r e e s)  f o r    m o r e  c a r ef ul  e x pl o r ati o n.   T h e
q u e r y  s e q u e n c e  c a n  t h e n  b e   pl a c e d  i n  e a c h  of  t h e  cl a d e s,
a n d t h e  b e st   pl a c e  m e nt( s)  f o r  e a c h  q u e r y  s e q u e n c e  c a n  b e
i d e nti fi e d.   B y   d e si g n, t hi s    m ulti- st a g e   p r o c e s s  r e d u c e s  t h e
n e e d  t o   pl a c e  i nt o  t h e  f ull  b a c k b o n e  t r e e,  a n d  s o  r e d u c e s
t h e  c o  m p ut ati o n al  eff o rt  f o r   ph yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt.   T h e
a p p r o a c h  i s  v e r y   diff e r e nt  f r o  m  o u r s  i n  a  f e  w    w a y s,  b ut
t h e    m ai n   diff e r e n c e i s t h at it  re q ui r e s  r o ot e d t r e e s.   N e v e r-
t h el e s s,  it  i s  a  v e r y  i nt e r e sti n g  a p p r o a c h,  a n d  e xt e n di n g
t hi s    t e c h ni q u e    t o     w o r k     wit h     u n r o ot e d    t r e e s     m e rit s
i n v e sti g ati o n.

5. 4     Ot h er   F ut ur e   W or k

I n   p r e vi o u s  s e cti o n s   w e  h a v e i d e nti fi e d  s o  m e   di r e cti o n s f o r
f ut u r e    w o r k.    H e r e    w e   di s c u s s  a d diti o n al  o p p o rt u niti e s  f o r
d e v el o pi n g t h e  a p p r o a c h   w e  h a v e   d e s c ri b e d  h e r e,  a s   w ell  a s
alt e r n ati v e a p p r o a c h e s.

I  m pr o vi n g  t he   S  C  A   M P P    Desi g n.   T h e   c u r r e nt   S  C  A   M P P
st r at e g y   pl a c e s  a  q u e r y  s e q u e n c e  b y   fi n di n g  a  n e a r e st t a x o n
(i. e.,  a  l e af  t h at   h a s    mi ni  m u  m    H a  m  mi n g    di st a n c e  t o  t h e
q u e r y  s e q u e n c e)  a n d  t h e n  e xt r a ct s  a  s u bt r e e    wit h   B   l e a v e s
u si n g t h at l e af.   T h u s, t h e c u r r e nt st r at e g y  h a s  o nl y  o n e  al g o-
rit h  mi c   p a r a  m et e r  ( B  )  b e y o n d  t h e  c h oi c e  of  t h e   pl a c e  m e nt
m et h o d.   O u r   d ef a ult i s   B   ¼   2 0 0 0 ,  b ut   E x p e ri  m e nt  1  a n d  o u r
a d diti o n al e v al u ati o n s r e p o rt e d i n t h e S u p pl e  m e nt a r y   M at e-
ri al s,  a v ail a bl e  o nli n e,  S e cti o n  S 6  a n d  Fi g.  S 4)  s u g g e st e d t h e
p o s si bilit y t h at t h e  o pti  m al s etti n g f o r  B   mi g ht   d e p e n d  b ot h
o n  t h e    d at a s et    p r o p e rti e s  a n d  o n  t h e    p h yl o g e n eti c    pl a c e-
m e nt    m et h o d.  I n   p a rti c ul a r, if  a c c u r a c y  i s  t h e    m o st  i  m p o r-
t a nt  o bj e cti v e, t h e n it  s e e  m s   p o s si bl e t h at l a r g e r  v al u e s  of  B
mi g ht  i  m p r o v e   a c c u r a c y  f o r    E P  A- n g- S  C  A   M P P,   a n d  t h at
v e r y  s  m all  v al u e s   mi g ht  s uf fi c e f o r  s uf fi ci e ntl y  “ e a s y ”   d at a-
s et s.   H e n c e  a  b ett e r   u n d e r st a n di n g  of t h e i  m p a ct  of   d at a s et
p r o p e rti e s  o n t hi s   p a r a  m et e r s el e cti o n i s  n e e d e d.    M o r e o v e r,
o u r   pl a c e  m e nt  s u bt r e e  c o n st r u cti o n  a p p r o a c h  i s  v e r y  si  m-
pl e,  a n d it i s   p o s si bl e t h at  ot h e r t e c h ni q u e s f o r  e xt r a cti n g  a

pl a c e  m e nt  s u bt r e e    mi g ht   p r o vi d e i  m p r o v e d  a c c u r a c y  c o  m-
p a r e d  t o  t hi s  t e c h ni q u e,  e v e n  if  t h e  r u nti  m e  a n d    m e  m o r y
u s a g e   d o e s  n ot c h a n g e.

W e  al s o  n ot e t h at   E P  A- n g  h a s  b e e n  o pti  mi z e d f o r   pl a ci n g
l a r g e  n u  m b e r s  of  q u e r y s e q u e n c e s i nt o  b a c k b o n e t r e e s.   T hi s
i s   a n   a d v a nt a g e  f o r    E P  A- n g  t h at  i s   n ot   e n a bl e d  i n  t h e
S  C  A   M P P f r a  m e  w o r k,   w hi c h  gi v e s t h e   pl a c e  m e nt    m et h o d  a
diff e r e nt  s u bt r e e  f o r  e a c h  q u e r y  s e q u e n c e.  I n  o r d e r  t o  t a k e
a d v a nt a g e  of t h e  b at c h   p r o c e s si n g  off e r e d  b y   m et h o d s  s u c h
a s     E P  A- n g,    a     diff e r e nt     di vi d e- a n d- c o n q u e r   f r a  m e  w o r k
w o ul d  n e e d t o  b e e x pl o r e d.

A d diti o n al   E v al u ati o n.   M o r e  g e n e r all y,  a  f ull  e v al u ati o n
of    t h e    S  C  A   M P P     p h yl o g e n eti c     pl a c e  m e nt    a p p r o a c h
r e q ui r e s  a d diti o n al  st u d y.    W e  p e rf o r  m e d  a  l e a v e- o n e- o ut
st u d y,   b ut   a     m o r e   e xt e n si v e   a n al y si s   i n cl u di n g   l e a v e-
cl a d e- o ut   st u d y   s h o ul d   b e   e x pl o r e d.     W e   al s o    di d    n ot
e x pl o r e  t h e i  m p a ct  of  ali g n  m e nt  e r r o r i n  t h e   p h yl o g e n eti c
pl a c e  m e nt   pi p eli n e,  a n d  s o  t hi s  s h o ul d  al s o  b e  e x a  mi n e d.
Fi n all y,     w e    e x pl o r e d     p pl a c e r- S  C  A   M P P    a n d     E P  A- n g-
S  C  A   M P P  i n  t h e  c o nt e xt  of  g r o  wi n g  a  l a r g e  t r e e,  b ut  t h e y
s h o ul d   al s o   b e   e v al u at e d  f o r    u s e  i n    mi c r o bi o  m e   a b u n-
d a n c e    p r o fili n g  a n d  t a x o n  i d e nti fi c ati o n,  a s  s o  m e  of  t h e
m o st  a c c u r at e  s u c h    m et h o d s   u   s e   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt.
T h u s,  t h e r e   a r e   s e v e r al    di r e cti o n s  f o r  f ut u r e    w o r k  t h at
h a v e  t h e   p ot e nti al  t o  l e a d  t o  i  m p r o v e d   u n d e r st a n di n g  of
h o  w t o   d e si g n   p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt    m et h o d s f o r   u s e i n
diff e r e nt   d o  w n st r e a  m  a p pli c ati o n s.

6   C O  N  C L  U  SI  O  N

P h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt i s a b a si c c o  m p ut ati o n al st e p i n s e v-
e r al   bi oi nf o r  m ati c s    pi p eli n e s,  i n cl u di n g  i n c r e  m e nt al   c o n-
st r u cti o n    of    v e r y    l a r g e     p h yl o g e ni e s    a n d    t a x o n o  mi c
i d e nti fi c ati o n  of  r e a d s  o bt ai n e d  i n    m et a g e n o  mi c  a n al y s e s.
Of  t h e    m a n y    p h yl o g e n eti c    pl a c e  m e nt    m et h o d s  t h at   h a v e
b e e n    d e v el o p e d,    m et h o d s  t h at    u s e    m a xi  m u  m  li k eli h o o d,
s u c h  a s   p pl a c e r  a n d   E P  A- n g,  h a s  b e e n f o u n d t o  b e t h e   m o st
a c c u r at e.     U nf o rt u n at el y,   t h e s e   li k eli h o o d- b a s e d     m et h o d s
a r e    dif fi c ult  t o    u s e    wit h    m o d e r at el y  l a r g e  b a c k b o n e  t r e e s
(i. e., t h e y c a n f ail t o r et u r n  v ali d  o ut p ut s  o r   m a y  h a v e e x c e s-
si v e    m e  m o r y  r e q ui r e  m e nt s),    w hi c h   h a s    m e a nt  t h at   ot h e r
p h yl o g e n eti c    pl a c e  m e nt    m et h o d s   a r e   n e c e s s a r y.    M et h o d s
s u c h a s   A P P L E S- 2   u s e   di st a n c e- b a s e d t e c h ni q u e s t o   p e rf o r  m
p h yl o g e n eti c   pl a c e  m e nt,  a n d  a r e   p a rti c ul a rl y  f a st  a n d  s c al-
a bl e;  h o  w e v e r, t hi s  a n d  ot h e r  st u di e s  h a v e  s h o  w n   di st a n c e-
b a s e d   pl a c e  m e nt t o  n ot   p r o vi d e t h e  s a  m e l e v el  of  a c c u r a c y
a s li k eli h o o d- b a s e d   m et h o d s.

W e   h a v e    p r e s e nt e d  t h e   S  C  A   M P P  f r a  m e  w o r k,  a  t h r e e-
st a g e   p r o c e d u r e  f o r  s c ali n g  ali g n  m e nt- b a s e d   p h yl o g e n eti c
pl a c e  m e nt   m et h o d s.    W e e v al u at e d t h e  S  C  A   M P P f r a  m e  w o r k
f o r   u s e    wit h  t  w o  s u c h    m et h o d s,   p pl a c e r  a n d   E P  A- n g.    O u r
st u d y  s h o  w e d  t h at    u si n g  S  C  A   M P P  all o  w e d  b ot h    p pl a c e r
a n d   E P  A- n g  t o  s c al e  t o  b a c k b o n e  t r e e s    wit h  2 0 0, 0 0 0 l e a v e s
wit h o ut  hi g h   p e a k    m e  m o r y  r e q ui r e  m e nt s, t h u s  g r e atl y  s u r-
p a s si n g t h e li  mit ati o n s  of t h e s e   m et h o d s   w h e n   u s e d  o ut si d e
t h e  f r a  m e  w o r k.  F o r  t h o s e   d at a s et s  o n    w hi c h   p pl a c e r  c o ul d
r u n,   w e  al s o s a  w t h at   p pl a c e r- S  C  A   M P P  h a d  b ett e r  a c c u r a c y
t h a n   p pl a c e r,   w a s f a st e r,  a n d   u s e d l e s s   p e a k   m e  m o r y.    W hil e
E P  A- n g- S  C  A   M P P    w a s  s o  m eti  m e s  l e s s  a c c u r at e  t h a n   E P  A-
n g, t h o s e r e d u cti o n s i n  a c c u r a c y t e n d e d t o  b e s  m all  a n d t h e
i  m p r o v e  m e nt i n r u n ni n g ti  m e  a n d   p e a k   m e  m o r y   u s a g e   w a s
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v e r y   hi g h.    T h u s,  i n   g e n e r al  S  C  A   M P P    p r o vi d e s  c o  m p ut a-
ti o n al  b e n e fit s  t o  b ot h    m et h o d s  a n d  eit h e r  i  m p r o v e s  a c c u-
r a c y (f o r   p pl a c e r)  o r  h a s  a  v a ri a bl e i  m p a ct (f o r   E P  A- n g) t h at
t e n d s t o  b e   mi n o r.

O n e  of t h e i nt e r e sti n g t r e n d s   w e s a  w i n t hi s st u d y i s t h at
alt h o u g h    p pl a c e r- S  C  A   M P P   i  m p r o v e d   o n     A P P L E S- 2   f o r
a c c u r a c y  i n  all  t h e  c a s e s    w e  e v al u at e d,  t h e   diff e r e n c e s  i n
s o  m e  c a s e s   w e r e  e xt r e  m el y s  m all; f u rt h e r  m o r e, i n  n e a rl y  all
c a s e s,   A P P L E S- 2   w a s t h e f a st e st a n d l e a st   m e  m o r y-i nt e n si v e
m et h o d.   T h u s, it i s  n ot  at  all  o b vi o u s  t h at  a n y  o n e    m et h o d
d o  mi n at e s  t h e  ot h e r s.   T hi s i s   p a rti c ul a rl y  i  m p o rt a nt,  gi v e n
t h at  c o  m p ut ati o n al   p e rf o r  m a n c e    m a y  b e  a  li  miti n g  f a ct o r,
m a ki n g  it   b y   n e c e s sit y   a  r e q ui r e  m e nt  t o    u s e  t h e  f a st e st
m et h o d,  o r t h e l e a st    m e  m o r y-i nt e n si v e    m et h o d,  o n  a  gi v e n
d at a s et.  I n   c o n si d e ri n g  t h e    diff e r e nt  f a ct o r s  t h at  i  m p a ct
a c c u r a c y   a n d   r u nti  m e /  m e  m o r y    u s a g e,     w e   s u g g e st   t h at
A P P L E S- 2   b e    u s e d     w h e n   hi g hl y   a c c u r at e    p h yl o g e n eti c
pl a c e  m e nt  s e e  m s li k el y,  a s it t e n d s t o  b e t h e   m o st  c o  m p ut a-
ti o n all y   ef fi ci e nt,   b ut   t h at    p pl a c e r- S  C  A   M P P   o r    E P  A- n g-
S  C  A   M P P   b e    u s e d    u n d e r   ot h e r   c o n diti o n s.  I n    p a rti c ul a r,
t h e r e    m a y  b e  a  b e n e fit  t o   u si n g   p pl a c e r- S  C  A   M P P  o r   E P  A-
n g- S  C  A   M P P i n st e a d  of   A P P L E S- 2   w h e n t h e  q u e r y  s e q u e n-
c e s a r e s h o rt, a s i s t y pi c al i n   m et a g e n o  mi c   d at a s et s.

A C  K  N  O   W L  E  D  G  M  E  N T  S

T h e  a ut h o r s    wi s h t o  t h a n k  t h e  t h r e e  a n o n y  m o u s  r e vi e  w e r s
f o r t h ei r s u b st a nti v e  a n d   d et ail e d s u g g e sti o n s  a n d c riti q u e s,
w hi c h l e d t o i  m p r o v e  m e nt s i n t h e st u d y a n d   m a n u s c ri pt.
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El e a n or     W e d ell   r e c ei v e d    t h e    u n d er gr a d u at e
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U ni v er sit y   of  Illi n oi s    Ur b a n a-  C h a  m p ai g n,    C h a  m-
p ai g n, Illi n oi s. I n 2 0 2 1, s h e   w a s s el e ct e d a s a   Si e b el
S c h ol ar f or  h er  r e s e ar c h i n  c o  m p ut ati o n al  bi ol o g y
a n d  s ci e nt o  m etri c s.   S h e r e c ei v e d   H o n or a bl e   M e n-
ti o n i n t h e 2 0 2 2   N ati o n al   S ci e n c e   F o u n d ati o n   Gr a d-
u at e    R e s e ar c h    F ell o  w s hi p   c o  m p etiti o n.    S h e    will

b e gi n  h er   P h  D i n t h e   D e p art  m e nt  of   C o  m p ut er   S ci e n c e  at t h e   U ni v er sit y of
Illi n oi s   Ur b a n a-  C h a  m p ai g n i n  F all 2 0 2 2.

Yir o n g   C ai  r e c ei v e d t h e b a c h el or s’ d e gr e e fr o  m t h e
U ni v er sit y   of  Illi n oi s    Ur b a n a-  C h a  m p ai g n,    C h a  m-
p ai g n, Illi n oi s, i n   M a y  2 0 2 1,   w h er e  s h e   m aj or e d i n
m at h e  m ati c s  a n d  c o  m p ut er  s ci e n c e.    S h e  i s  c ur-
r e ntl y    w or ki n g  t o  w ar d  t h e    P h  D   d e gr e e    wit h  t h e
C o  m p ut er   S ci e n c e   D e p art  m e nt,    M c  Gill   U ni v er sit y,
M o ntr e al,   C a n a d a.   H er c urr e nt r e s e ar c h i s f o c u s e d
o n a str o c yt e g e o  m etr y.

T a n d y   W ar n o  w  r e c ei v e d t h e   P h  D d e gr e e i n   m at h e-
m ati c s  fr o  m    U  C    B er k el e y,    B er k el e y,    C alif or ni a,  i n
1 9 9 1  u n d er t h e  dir e cti o n  of   G e n e  L a  wl er.   S h e i s t h e
Gr ai n g er    Di sti n g ui s h e d    C h air  i n    E n gi n e eri n g    wit h
t h e   D e p art  m e nt  of   C o  m p ut er   S ci e n c e,   U ni v er sit y  of
Illi n oi s    Ur b a n a-  C h a  m p ai g n.    H er  r e s e ar c h  f o c u s e s
o n  r e c o n str u cti n g  c o  m pl e x  a n d  l ar g e- s c al e  e v ol u-
ti o n ar y  hi st ori e s.   S h e   w a s  a  w ar d e d t h e   D a vi d  a n d
L u cil e   P a c k ar d   F o u n d ati o n   A  w ar d  ( 1 9 9 6),  a    R a d-
cliff e   I n stit ut e    F ell o  w s hi p   ( 2 0 0 3),   a n d   t h e   J o h n
Si  m o n   G u g g e n h ei  m   F o u n d ati o n   F ell o  w s hi p ( 2 0 1 1).

S h e   w a s  el e ct e d f ell o  w  of t h e  of t h e   A s s o ci ati o n f or   C o  m p uti n g   M a c hi n er y
( A  C  M)  i n   2 0 1 5,   of  t h e  I nt er n ati o n al    S o ci et y  f or    C o  m p ut ati o n al    Bi ol o g y
(I S  C B) i n  2 0 1 7,  a n d  of t h e   A  m eri c a n   A s s o ci ati o n f or  t h e   A d v a n c e  m e nt  of
S ci e n c e ( A A A S) i n 2 0 2 1.

" F or    m or e  i nf or  m ati o n    o n  t hi s    or   a n y    ot h er   c o  m p uti n g  t o pi c,
pl e a s e  vi sit   o ur   Di git al   Li br ar y  at  w  w  w. c o  m p ut er. or g/ c s dl.
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