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Drzewa filogenetyczne



Czym sa drzewa filogenetyczne? |

- Drzewa filogene tyczne w sposob graficzny staraja sie oddac pokrewienstwo
organizmow
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Drzewa filogenetyczne

- Tworzenie drzew filogenetycznych opiera sie na badaniu podobienstw
i roznic pomiedzy organizmami

- W tego typu badaniach bierze sie pod uwage cechy morfologiczne,
anatomiczne itp. i/lub genetyczne

- W drzewach opartych na fragmentach DNA bierze sie pod uwage roznice
w badanej sekwencji pomiedzy organizmami

- Zasadniczo im blizej spokrewnione ze soba organizmy, tym mniejsze
powinnismy obserwowac roznice w DNA miedzy nimi
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Podstawowe typy drzew

- Kladogram: pokazuje pokrewienstwa ale dtugosc gatezi nie pokazuje liczby

mutacji

KU238877_Peucedanum_cervaria
KU238878_Centaurea_scabiosa
GU818008_Helianthus_tuberosus
JX073793_Artemisia_campestris
GU323356_Solanum_villosum
KU238869_Orobanche_caryophyllacea
KU238873_Orobanche_alba_subsp._alba
KU238866_Orobanche_eliator
KU238867_Orobanche_picridis
KU238871_Orobanche_gracilis_Austria
KP641335_Orobanche_grenieri
KU238874_Orobanche_cernua
KU238875_Orobanche_cf._coerulescens
KU238864_Orobanche_coerulescens
KU238865_Orobanche_coerulescens
KU238868_Phelipanche_arenaria
KU238870_Phelipanche_ramosa
KU238872_Phelipanche_bohemica
AY575533_Mimulus_guttatus
AY743457_Magnolia_kobus*

Kladogram



Podstawowe typy drzew

- Filogram: pokazuje pokrewienstwa, dtugosc gatezi odpowiada liczbie zmian
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Nieukorzenione drzewa

- Po wygenerowaniu drzewa otrzymujemy informacje o podobienstwie
sekwencji ale nie o kolejnosci rozdzielania sie taksonow
- Mamy wiec wiec nieukorzenione drzewo, ktore mozna przedstawic tak:

A D
B

E

Cc

- Mozna je zinterpretowac na wiele sposobow, np:

- itd...



Ukorzenianie

- Rozwigzaniem tego problemu jest dodanie grupy zewnetrznej czyli
,outgrupy” (ang. outgroup)

- Grupa zewnetrzna powinien byc organizm, ktory jest dalej spokrewniony od
pozostatych, niz one miedzy soba. Czyli taki, ktory najwczesniej oddzielit sie
od pozostatych taksonow w grupie.

- Na przyktad dla badanych gatunkow cztowieka (Homo habilis, H. erectus,

H. sapiens itp) mogtby byc¢ to szympans

- Dodanie outgrupy pozwala wtasciwie zorientowac (ukorzenic) drzewo tak,

aby poszczegblne rozgatezienia odpowiadaty ich kolejnosci w czasie.
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Typy drzew

- Drzewa mogg przybierac rozne formy, poza juz pokazanymi na przyktad:



rozne formy, poza juz pokazanymi na przyktad:

- Drzewa mogg przybierac
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- Drzewa moga przybierac rozne formy, poza juz pokazanymi na przyktad:
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Etapy tworzenia drzew

Konstruowanie drzewa filogenetycznego sktada sie z wielu etapow:

- Wybor rodzaju sekwencji odpowiedniej dla zestawu badanych taksonow
(zmiennos¢, dostepnoscé sekwencji etc.)

- Zebranie sekwencji (sekwencje wtasne, bazy danych)

- Wybor algorytmow/oprogramowania do dopasowania sekwencji, budowy
drzewek oraz ich wizualizacji

- Wstepne automatyczne dopasowanie sekwencji

- Reczne poprawki: doktadniejsze dopasowanie sekwencji, przyciecie
- Wybranie modelu ewolucji molekularnej

- Budowanie drzewa

- Tworzenie fologramu/kladogramu

- Poprawki: wskazanie outgrupy, obracanie gatezi, wybor typu drzewa itp.



Etapy tworzenia drzew filogenetycznych
- teoria




Wybor rodzaju sekwencji

Wybor sekwencji - kluczowe dla skonstruowania drzewa filogenetycznego,
jest wybranie odpowiedniego rodzaju sekwencji. Nalezy przy tym wzigc pod
uwage kilka aspektow.

- Homologie, analogie, ortologi i paralogi
- Przy tworzeniu drzew filogenetycznych porownuje sie sekwencje
homologiczne (pochodzace od wspolnej sekwencji ancestralnej)
- Dwa rodzaje sekwencji homologicznych:
- ortologi: sekwencje, ktore miaty wspolnego przodka zaraz przed
procesem specjacji
- paralogi: sekwencje, ktore powstaty w skutek duplikacji, czyli miaty
wspolnego przodka przed zduplikowaniem
- Do konstruowania drzew filogenetycznych powinno sie uzywac
ortologow.
- Podobne sekwencje moga powstac z niespokrewnionych sekwencji
w wyniku dostosowania genow do petnienia tych samych funkgji. Takie
podobienstwo nazywamy homoplazja a geny analogicznymi
- Tworzenie drzew filogenetycznych opartych o geny analogiczne nie ma
sensu.



Wybor rodzaju sekwencji

- Tempo ewolucji

- Rozne sekwencje zmieniaja sie w roznym tempie

- Generalnie geny ewoluujg duzo wolniej niz sekwencje niekodujgce (np.
geny biatek histonowych sa bardzo konserwatywne, biatek
kolagenowych sa bardzo zmienne)

- Geny takze roznia sie tempem ewolucji

- Jesli badamy blisko spokrewnione organizmy nalezy wybrac szybko
ewoluujace sekwencje

- Mniej zmienne odcinki DNA beda sie lepiej nadawac do badan mniej
spokrewnionych taksonow

- Sekwencje nalezy dobrac tak aby jej tempo ewolucji pozwalato odroznic
poszczegblne taksony (powinny byC widoczne roznice pomiedzy bliskimi
taksonami)

- Jednoczesnie nie moze byc zbyt wysokie, poniewaz wtedy trudno
dopasowac sekwencje a podobienstwa moga miec przyczyne
przypadkowa (pomiedzy dwoma losowymi sekwencjami powinno byc ok.
1/4 zgodnych nukleotydow).



Wybor rodzaju sekwencji

- Aspekty praktyczne:
- tatwosc zaczepienia starterow itp.

- Dostepnosc w bazach
- Jesli nie dysponujemy wszystkimi potrzebnymi sekwencjami bedzie
trzeba je uzupetnic z baz danych, dlatego powinnismy wybrac taka
sekwencje, ktora wystepuje w bazach danych (cieszy sie
zainteresowaniem innych badaczy)



Zebranie sekwencji

- Sekwencje moga pochodzic z badan wtasnych

- Czesto stosuje sie rowniez sekwencje pobrane z baz danych, z ktorych
najbardziej znany jest GenBank
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Format FASTA

- Sekwencje mozna zbiera¢ w plikach o roznym formacie.
- Do najbardziej znanych nalezy format FASTA

- Plik FASTA jest zwyktym plikiem tekstowym w ktorym dane s3a sformatowane
w nastepujacy sposob:
>KC879635_Magnolia_stellata « informacje
CTGCTAACTCTCAGTTTGGTCCTACTTCTGGTTCATTTTGTTACTAAAAACGG < sekwencja

AACTCAGTACCAAATGCTTGGCAATCCTTGGTAGAGCTTATTCATGATTTCGT
CCGGTAAACGAACAAATAGGTGGTCTTTCCGGAAATGTTCAACAAAAGTTTTC

>AF095276_Solanum_tuberosum

CTACTAACTCTCAGTTTGGTCCTACTTTTGGTTTATTTTGTTACTAAAAAGGG
AACTCAGTACCAAATGCTTGGCAATCCTTGGTAGAGCTTATTTATGATTTCGT
CCGGTAAACGAACAAATAGGTGGTCTTTCCGGAAATGTTAAACAAAAGTTTTC

- Na etapie zbierania sekwencji w pliku FASTA najwygodniej jest uzywac do
tego celu edytora tekstu.



Edycja plikow tekstowych

- Pliki tekstowe:

- S3 uniwersalnym sposobem zapisu tekstu. Mozna je otworzyc i edytowac
w dowolnym edytorze tekstu.

- Mozna je otwieraC w trybie tekstowym (w terminalu)

- Nie zawieraja wizualnego formatowania tekstu (kursywa, tekst
pogrubiony, kolor itp.) ale mozna stworzyc pliki tekstowe umozliwiajace
osiggniecie tego celu, np: pliki html, tex, markdown itp.

- Do edycji plikow tekstowych - uzywamy edytoru tekstu, nie mylic
z procesorem tekstu (np. Word)

- Edytor tekstu to program stuzacy do edycji tekstu ale nie jego formatowania.
Ewentualne kolorowanie, pogrubianie itp. widoczne w oknie edycji
(kolorowanie sktadni) stuzy utatwieniu pracy z tekstem ale nie jest
zapisywane w samym pliku. Jest to przydatne zwtaszcza w programowaniu.



Przyktady edytorow tekstu

- Przyktady edytorow tekstu:
- Pracujace w trybie tekstowym, moga miec takze interfejs graficzny,
zwykle wieloplatformowe:
Vim, Emacs, Pico, Nano, JED.
- Pracujace w trybie graficznym, czesto dla jednego systemu operacyjnego:
TextMate (Mac 0OS X), Notepad++ (Windows), Gedit (Linux, Mac OS X,
Windows), Kate (Linux, Mac OS X, Windows), TextWrangler (Mac OS X)

- Do dalszej pracy na naszych cwiczeniach sugeruje uzy¢ w zaleznosci od
systemu operacyjnego:
- Linux: pluma lub gedit - powinny by¢ domyslnie zainstalowane
- Windows: Notepad++ - https://notepad-plus-plus.org
- Mac OS X: TextMate 2 - http://macromates.com


https://notepad-plus-plus.org
http://macromates.com

Symbole w sekwencjach nukleotydow

- W zapisie sekwencji nukleotydow uzywa sie standardowo symboli standardu

IUPAC:

Symbol IUPAC znaczenie
A Adenina
C Cytozyna
G Guanina

T (lub U) Tymina (lub Uracyl)
R Alub G
Y ClubT
S GlubC
W AlubT
K GlubT
M Alub C
B ClubGlub T
D AlubGlubT
H AlubClubT
% AorCorG
N nieznany nukleotyd
- lub. brak nukleotydu




Na czym polega dopasowanie sekwencji (,Alignment”)?

- Jesli ustawimy pod soba sekwencje w kolejnych liniach, zwykle uzyskamy
podobny rezultat:

GAAGTAGCGGTATGCAATTA
AACTAGCCGCATACAATTA
CAAGAACTGCGCTAAACACTTAGCCA
AACTGCGCTAACACTTAGC

- Jak widac sekwencje ,nie pasuja” do siebie.
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Na czym polega dopasowanie sekwencji (,Alignment”)?

- Dopasowanie sekwencji polega na takim ich ustawieniu, zeby w kolumnach
kolejne nukleotydy byty mozliwie dobrze do siebie dopasowane. Na przyktad
tak:

---GAAGTAGCGGTATGCAATTA----
----AACTAGCCGCATACAATTA----
CAAGAACT-GCGCTAAACACTTAGCCA
----AACT-GCGCTA-ACACTTAGC--

- Dopasowanie uzyskano wstawiajac w odpowiednie miejsca znaki -
odpowiadajace miejscom wystapienia indeli (insercji lub delecji)

- Sens dopasowania polega na tym, aby w kolumnach znajdowaty sie
nukleotydy (miejsca) wzgledem siebie homologiczne.
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Dopasowanie sekwencji - rozne mozliwosci

- Dopasowanie sekwencji nie zawsze jest jednoznaczne. Rozwazmy taki
przyktad:

TAAACGCTT
TAACCTT

- Sekwencje mozna dopasowac na wiele sposobow, np:
TAAACGCTT TAAACGCTT TAAACGCTT TAAACGCTT
TAA-C-CTT T-AAC-CTT TA-AC-CTT TAA--CCTT

- W praktyce trzeba przy wyrownaniu brac pod uwage rozne czynniki. m. in:
- kontekst (dopasowanie pozostatych sekwencji)
- prawdopodobienstwo danej mutacji (np. indel mniej prawdopodobny
niz substytucja, rozne prawdopodobienstwa poszczegblnych rodzajow
substytucji)
22



Automatyczne dopasowanie

- Reczne dopasowanie sekwencji jest zwykle bardzo czasochtonne. Zwtaszcza
jesli sa dtugie, s bardzo zmienne, jest ich wiele, gdy posiadaja indele.

- W praktyce stosuje sie programy komputerowe, ktore wykorzystuja
odpowiednie algorytmy.

- Obecnie jest dostepna duza liczba tego typu programow, powstaja takze
nowe.

- ROzZnia sie one szybkoscia i doktadnoscia dopasowania.

- Trzeba jednak pamietac, ze efektywnosc ich dziatania zalezy takze od
ustawienia odpowiednich parametrow, np. wartosci ,kar” za otwarcie
i przedtuzenie indeli.

- Wynik otrzymany po automatycznym dopasowaniu wymaga czesto dalszych
recznych korekt. Zwtaszcza gdy sekwencje sa bardzo zmienne i zawieraja
wiele indeli.

23



Odlegtosc miedzy sekwencjami

- Z czasem, dzieki gromadzeniu mutacji, sekwencje ewoluujace niezaleznie od
siebie roznia sie coraz bardziej.

- Zatem, im wiecej roznic miedzy sekwencjami tym organizmy z ktorych
pochodza sa mniej ze soba spokrewnione - czyli dawniej miaty wspolnego
przodka. Im sekwencje sg bardziej podobne, tym pokrewienstwo blizsze.

- Kluczowa zagadnieniem dla rekonstrukcji ewolucji na podstawie porownania
sekwencji DNA jest okreslenie ,odlegtoSci” miedzy nimi, czyli okreslenie jak
bardzo sie od siebie roznia.

- Najprosciej mozna to zrobic¢ poprzez obliczenie udziatu roznic pomiedzy

dopasowanymi sekwencjami.

R
0=1

Gdzie: O - odlegtos¢, R - liczba miejsc z roznicami, L - liczba wszystkich miejsc

24



Odlegtosci miedzy sekwencjami

- Mozna by z powyzszych rozwazan wyciagnac wniosek, ze tak liczona
odlegtos¢ powinna wzrastac liniowo wraz z uptywem czasu.

- W rzeczywistosci problem jest bardziej ztozony.
- Wraz z uptywem czasu wzrasta prawdopodobienstwo wielokrotnych mutacji
w tym samym miejscu. Jesli np. w tym samym miejscu wydarza sie mutacje:
A—-TT—G

to te dwie zmiany beda widoczne jako jedna zmiana, jedna z nich bedzie
Jukryta”.

- Co wiecej, moze dojsc to mutacji:
A=-TT—A
W takim przypadku, cho¢ doszto do dwu zmian, nie beda one widoczne

- Tak wiec odlegtosc rosnie liniowo kiedy sekwencje roznia sie nieznacznie,
z czasem tempo jej wzrost stopniowo maleje.
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Modele ewolucji molekularnej

- Aby oszacowac liczbe substytucji (indele w tych rozwazaniach ignorujemy),
stosuje sie odpowiednie modele.

- Poszczegblne nukleotydy moga sie zmieniac ,kazdy w kazdy” zgodnie
Z ponizszym schematem (czerwony - transwersje, zielony -tranzycje):

T—C
P
A—G

I

I
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Modele ewolucji molekularnej

- Kazda z rodzajow substytucji przebiega z okreslonym prawdopodobienstwem
- Mozna je przedstawi¢ w postaci matrycy.

- W najprostszym modelu, zwanym modelem Jukesa-Cantora (JC69) kazda
z substytucji ma takie samo prawdopodobienstwo:

T C A G
T | -3« « «@ «
C «@ -3« «@ «
A « « —3a «
G «@ « «@ —3a

Gdzie: a - prawdopodobienstwo mutacji.
Wartos¢ —3a wynika z tego, ze p-stwo w kazdym rzedzie = 0.

27



Modele ewolucji molekularnej

- Bardziej ztozone modele uwzgledniaja rozne prawdopodobienstwo
poszczegblnych substytucji - np. tranzycje (puryna na puryne lub pirymidyna
na pirymidyne) zdarzajg sie czesciej niz transwersje (puryna na pirymidyne
lub odwrotnie).

- Do najbardziej znanych modeli naleza m. in.: JC69, K80, TN93, GTR, HKY86

- Modele ewolucji molekularnej wyznacza sie dla danego zestawu sekwencji
w celu obliczania odlegtosci ewolucyjnych miedzy nimi oraz wiarygodnosci
drzew filogenetycznych.

- Dobor modelu wykonuje sie przy pomocy odpowiedniego oprogramowania,
ktore pozwala takze ewentualnie dopasowac dodatkowe parametry takie jak
wartosci G (gamma distribution) oraz | (proportion of invariable sites),
ktorych nie bedziemy tu omawiac.
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Metody konstrukcji drzew filogenetycznych

- Istnieje szereg metod rekonstrukcji drzew filogenetycznych, np.:
- UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using arithmetic Averages)
- Metoda minimalnej ewolucji (ME - Minimum Evolution)
- Metoda najblizszego sasiada (NJ - Neighbor-Joining)
- Metoda najwiekszej oszczednosci (MP - Maximum Parsimony)
- Metoda najwiekszej wiarygodnosci (ML - Maximum Likelihood)
- Metody Bayesowskie (Bayesian Methods)

- Tutaj nie bedziemy ich szerzej omawiac. W czesSci praktycznej uzyjemy
metody ML.
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Metody szacowania wiarygodnosci drzew filogenetycznych

- Z tworzeniem drzew filogenetycznych zwigzane jest szacowanie ich
wiarygodnosci.
- Do najczesciej stosowanych nalezy metoda bootstrap
- Zasada dziatania metody bootstrap:
- z zestawu dopasowanych sekwencji wielokrotnie losuje sie zestawy
kolumn
- niektore kolumny moga zostac wylosowane wielokrotnie inne w ogole
- w ten sposob tworzy sie zestawy (fragmentow) sekwencji o dtugosci
odpowiadajacej dopasowaniu poczatkowemu
- dla tych zestawow konstruuje sie drzewa filogenetyczne i porownuje ich
topologie
- na tej podstawie oblicza sie wiarygodnosc poszczegolnych rozgatezien:
im wieksze wsparcie w sekwencjach dla danego rozgatezienia tym
czesciej pojawia sie ono w wygenerowanych drzewach, tym wieksza
zatem jest wiarygodnos¢ wezta
- wartosc bootstrap okresla odsetek drzew w ktorych wystepowat dany
wezet.

30



CzeScC praktyczna



Internetowe bazy sekwencji nukleotydow

- GenBank to ogolnie dostepna przez Internet baza zawierajgca m. in.
sekwencje nukleotydow dostepna pod adresem:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

- Inne podobne bazy to: ENA (European Nucleotide Archive) oraz DDBJ
(DNA Data Bank of Japan).

- Wszystkie trzy bazy synchronizuja dane.
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GenBank - strona gtowna

Po wejsciu na strone GenBank-u
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ widac informacje na
temat bazy oraz pole wyszukiwania:

GenBank Nucleotide ) ‘
GenBank ¥ | Submit ¥ | Genomes ¥ | WGS v | Metagenomes ¥ TPA v TSA = | INSDC ~ | Other ~

GenBank Overview GenBank Resources
GenBank Home

What is GenBank? Submission Types

GenBank ¥ is the NIH genetic sequence datab ion of all publicly available DNA s -
ubmission Tools
sequences (Nucleic Acids Research, 2013 Jan:41 D1 :D36-42). GenBank is part of the International -
Nucleotide Sequence Database Collaboration , which comprises the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the ~ Search GenBank
European Nuclectide Archive (ENA), and GenBank at NCBI. These three organizations exchange data on Update GenBank Records
p N p
a daily basis.

A GenBank release occurs every two months and is available from the fip site. The release notes for the
current version of GenBank provide detailed information about the release and notifications of upcoming
changes to GenBank. Release notes for previous GenBank releases are also available. GenBank growth
statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available from each release.
GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available
from each release.

An annotated sample GenBank record for a Saccharomyces cerevisiae gene demonsirates many of the
features of the GenBank flat file format.

Access to GenBank

There are several ways to search and refrieve data from GenBank.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

GenBank - menu wyszukiwania

W zaleznosci od tego czego szukamy , mozna wybrac odpowiednia opcje
z rozwijanego menu. Jednak do dalszej pracy uzyjemy domyslnego
wyszukiwania nukleotydow (,Nucleotide”)

S NCBI  Resources

GenBank

|

GenBank ~ | Submi

GenBank Overvi¢

What is GenBank?

GenBank ¥ is the NIH ge
sequences (Nucleic Acid!
Nuclectide Seq Dal
European Nucleotide Arc
a dally basis.

A GenBank release occu
current version of GenBa
changes to GenBank. Re
statistics for both the trad
GenBank growth statistic
from each release.

An annotated sample Ge|
features of the GenBank

Access to GenBanl
There are several ways t

= Search GenBank {

Recent
¥ Nucleotide
All

All Databases
Assembly
Biocollections
BioProject
BioSample
BioSystems
Books

Clinvar

Clone
Conserved Domains
dbGaP

dbVar

EST

Gene
Genome

GEQ DataSets
GEQ Profiles
GSS

GTR
HomoloGene
MedGen
MeSH

NCBI Web Site

Meatagenomes v | TPA v TSA ~

sated collection of all publicly available DNA
42). GenBank is part of the International
rrises the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the
|. These three organizations exchange data on

ile from the ftp site. The release notes for the
out the release and notifications of upcoming
releases are also available. GenBank growth
WGS division are available from each release.
divisions and the WGS division are available

s cerevisiae gene demonstrates many of the

mnBank.

atinns with Eniraz Nucleotide. which is divided

INSDC « | Other «

GenBank Resources
GenBank Home
Submission Types
Submission Tools

Search GenBank

Update GenBank Records

83



GenBank - wyszukiwanie sekwencji

Sekwencji mozna wyszukiwac np. wg. taksonu, rodzaju sekwencji i innych
stow kluczowych. Np. wyszukiwanie wszystkich sekwencji dla kukurydzy (Zea
mays) zwroci taki wynik.

S NCBI  Resources

Nucleotide

Species
Animals (349)
Plants (927,175)
Fungi (9,094)
Protists (11,148)
Bacteria (3,432)
Archaea (6)
Viruses (442)
Customize ...

Molecule
types
genomic

DNA/RNA (578,844)
mRNA (230,668)
FRNA (24)
Customize ...

Source
databases
INSDC (GenBank)
(973,000
RefSeq (72,069)
Customize ...

Nucleotide 3§ |Zea mays |

Create alert Advanced

Summary ~ 20 per page ~ Sort by Default order = Send: ~

Items: 1 to 20 of 1045335

Page 1  of52267 Next>
o Found 5172751 nucleotide sequences. Nucleotide (1045335) EST (2023274)
GSS (2104142)

Last>>

Zea mays 185 rRNA, complete sequence
1,576 bp linear rRNA

Accession: AHOD1708.2 GI: 1050781847
GenBank FASTA Graphics

Zea mays cultivar BSSS53 chromosome 4 clone BAC 072, complete
2. sequence

106,246 bp linear DNA

Accession: AF528565.1 GI: 23928433

GenBank FASTA Graphics

Zea mays 22-kDa alpha zein gene cluster, complete sequence
3. 78,101 bp linear DNA
Accession: AFN315691 GI: 2R39242

v
Hi

elp
Filters: Manage Filters

Results by taxon

Top Organisms [Tree]
Zea mays (7026817)
Triticum turgidum (137485)
Triticum urartu (84574)
uncultured organism (25645)
Pythium arthenomanes (10980)
All other taxa (83970)

More...

Find related data =
Database:| Select v

Search details
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GenBank - wyszukiwanie sekwencji

Mozna zawezi¢ wynik dla konkretnego rodzaju sekwencji, np. trnL-trnF:

3 NCBI  Resources (] How To

Nucleotide Nucleotide % ||Zea mays trL-tmF e
Create alert  Advanced Help
Species Summary » 20 per page ~ Sort by Default order + Send: v Filters: Manage Filters
Plants (84)
Customize ... X
Morecut Items: 1 to 20 of 84 Results by taxon
olecule
types Pags |1 | of5 Next> Last>> Top Organisms [Tree]
genomic ~ Zea mays (64)
DNARNA (84) UNVERIFIED: Zea mays isolate Zea_may tRNA-Leu (tmL) gene, partial
Customize 1. sequence; trnL-trnF intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe
(tmF) gene, partial sequence: chloroplast Find related data =
Source
databases 492 bp linear DNA Database: | Select g
INSDC (GenBank) (84) Accession: KM385497.1 Gl: 726966080
Customize ... GenBank FASTA Graphics PopSet
Genetic ~| Zea mays tRNA-Leu (trnL) gene, partial sequence: trnL-trnF intergenic
compartmants 2. spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene, partial sequence;
Chioropiast (84) Search details )
chloroplast
Plastid (84) gnompast —_—
749 bp linear DNA ("zea mays'[Organism] OR
Sequence Accession; GQB70012.1 Gl 300089518 iEEL’“‘zYS}[“ﬁ;';ﬂ?Z“ AND
length GenBank FASTA Graphics PopSet Tnl-tzaf( ields]
Custom range..
- . . ’ ]
Palaaes date Zea mays subsp. parviglumis isolate 711 trnL-trnF intergenic spacer.
https:jwww.ncbi.nim nih.gov/nuccore/GAB70012.1 chloroplast Soarch I

UWAGA: sekwencje sg roznie opisane np. opisy moga nie zawierac
skrotowych nazw sekwencji - wtedy sekwencja moze nie zostac znaleziona. &5



GenBank - dane sekwencji

Po kliknieciu w jeden z wynikow pokazuja sie szczegotowe informacje,
zawierajace m. in. takie dane jak: nazwa sekwencji, organizm, liste autorow,
publikacje zrodtowa itp. Do najwazniejszych nalezy unikalny numer
identyfikacyjny (accession number)

GenBank ~ Send to: ~

Zea mays tRNA-Leu (trnL) gene, partial sequence; trnL-trnF
intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene,
partial sequence; chloroplast

GenBank{ GQ870012.1

FASTA Graphics PopSet

Go to: [+

LOCUS GEB70012 749 bp DNA linear PLN 30-AUG-2011

DEFINITION Zea mays tRNA-Leu (trnL) gene, partial sequence; trnL-trnF
intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene,
partial sequence; chloroplast.

ACCESSION  GQB70012

VERSION GQB70012.1
KEYWORDS
SOURCE chloroplast Zea mays

ORGANISM Zea mavs
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; Liliopsida; Poales; Poaceae; PACMAD
clade; Panicoideae; Andropo ; Andro ; Tripsacinae;
Zea.
REFERENCE 1 (bases 1 to 749)
AUTHORS  Teerawatananon,h., Jacobs,S.W.L. and Hodkinson,T.R.
TITLE Molecular evolution of the grass subfamily Panicoideae (Poaceae):
based on chloroplast and nuclear DNA sequences 36
TANDMAT _ tasuhliehad




GenBank - dane sekwencji

Dalej znajdziemy m. in. sama sekwencje nukleotydow:

RE]

FEi

OR

/

JOURNAL
FERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL
ATURES

Unpublished

2 (bases 1 to 749)
Teerawatananon,h., Jacobs,S.W.L. and Hodkinson,T.R.
Direct Submission

Submitted (03-SEP-2009) Botany, Trinity College,

source

misc

IGIN

-

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

feature

tgggeaatee

Location/Qualifiers

1..749

Zea mays"
forganelle="plastid:chloroplast”
genomic DNA"
/specimen_voucher="HK 105/THNEM"
/db_xref="taxon:4577"

<l..>749

/note="contains tRNA-Leu (trnL),
spacer, and tRNA-Phe (trnF)"

tgagccaaat cectttttty aaaaacaagt
ataggt tcaaty gaagetgttc

gattaatcac
aggaatgatt
caatcaaata
aaaagtggat
aacaatgaaa
tecctetate
tatcaatggg
aagaactcaa
tatttattag
ttattaagta
ggaatacttt

agaacccata ttataatata ggttctttat
atgaaataga aaattcataa ttttttttta
ttgagtaatc aaatccttca attcattgtt
taatcggacy aggataaaga gagagtccca
tttctagtaa aaggaaaatc cgtcgacttt
cccaaacect cttttattcc ctaaccatag
tttaagattc actagctttc tcattctact
tgaatcttat getattcatt aaatagatga
agtagagtat cggcaaggaa totcgattat
agccatccac aatgcatagg actaccoctc
attgattttt tagteccctt

Dublin D2, Ireland

trnL-trnF intergenic

ggttetcaaa
taacgaatcg
tttattttta
gaattattgt
ttegagatct
ttctacatgt
ataagtcgtg
ttgttatect
ctttcacaaa
tttctttttt
taattegttt
cccatttcct

ctagaaccea
aagtaataac
gaatgaaatt
gaatctatte
tttaattttt
caatactgac
agggttcaag
thttttottt
ggagtgogac
atttettttt
tttttaagta
aattttgaat
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GenBank - pobieranie sekwencji w formacie FASTA

Jesli chcemy pobrac sekwencje w formacie FASTA, mozna to zrobic na rozne
sposoby. Mozna kliknac link ,FASTA”:

Zea mays tRNA-Leu (trnL) ge
intergenic spacer, complete
partial sequence; chloroplas
GenBank: GQ870012.1

Graphics  PopSat

‘ Golo: @

Locus GQBT0012 7
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GenBank - pobieranie sekwencji w formacie FASTA

Wtedy pokaze sie strona na ktorej mozemy zaznaczy¢ potrzebny fragment,
skopiowac go i wkleic jg w edytorze tekstu do pliku FASTA w ktorej zbieramy
sekwencje.

FASTA~ Send to: ~

Zea mays tRNA-Leu (trnL) gene, partial sequence; trnL-trnF
intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene,
partial sequence; chloroplast

GenBank: GQ870012.1

& )
EGOETDUIZ.}L Zea mays tRNA-Leu (trnL) gene, partial sequence; trnL-trnF intergenic )

spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene, partial sequence; chloroplast
TCGECAATCCTEACCCAAATCCCTTTTTTCAAAAACAAGTCETTCTCARACTAGAACCCARRCEAARREG
IATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTCTTCTAACGAATCGAAGTAATAACCATTAATCACAGAACCCATA
TTATAATATAGGTTCTTTATTTTATTT! AATGAAATTAGGA ATAGARRATTCATAR
TTTTTTTTTAGAATTATTGTCARTC TATTCCANTCARATATTGAGTARTCAAATCCTTCAATTCATTCTT
TTCCAGATCTTTTAATTTTTARAAGTCGATTAATCGGACGAGGATAAACGACAGAGTCCCATTCTACATGT

CAATACTGACAACAATGAAATTTCTAC AACCARA CGTCGACT GTCCTGAGCCTTCAAG
TCCCTCTATCCCCAAACCCTCTTTTATTCCCTAACCATAGTTGTTATCCTTTTTTTCTTTTATCAATCGG
TTTAAGATTCACTAGCTTTCTCATTCTACTCTTT AAGGRGTG TCAATGAATCTTAT

GCTATTCATTAAATACGATGATTTCTTTTTTATTTCTT TTTTATTTATTAGAGTAGAGTATCGCCARGCAR
TCTCGATTATTAATTCGTTTTTTTTARCTATTATTAAGTAACCCATCCACAATCCATAGGACTACCCCTC
\CCCATTTCCTAATTTTGAATGGAATACT TTATTGATT TTTTAGTCCCTT y,
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GenBank - pobieranie sekwencji w formacie FASTA

Mozna rowniez kliknac ,Send to” a nastepnie wybrac ,File”, format ,FASTA”
i kliknac ,Create File”. Zostanie pobrany plik z sekwencja w formacie FASTA.

Goio ).
: " she

Choose Destination
e, partial sequence; °f;”7| . i“":"’?’i |
ollections nal 18 Tool | 3
:quence; and tRNA-F v

Download 1 items.

Format [Aue
| FASTA ¥
Show GI [

Create File keF

bp DNA linear PLN
, partial sequence; trnL-trnF
equence; and tRNA-Phe (trnF) gene,

TS Seguence
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Wyszukanie sekwencji

Wyszukaj w bazie GenBank i pobierz w formacie FASTA sekwencje:

- atp6 Magnolia stellata nr. KC879635
- trnL-trnF Magnolia kobus nr. AY743457
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Wybor oprogramowania do dalszej pracy

- Dostepnych jest bardzo wiele algorytmow i implementujacych je programow
a takze programow, ktore wykorzystuja narzedzia dostepne przez internet

- Programy dziataja w formie aplikacji okienkowych lub z linii komend,
niektore na oba sposoby

- Narzedzia moga byc ptatne lub darmowe

- Niektore programy do dopasowania sekwencji: ClustalW, Mutt, Mafft, Muscle,
T-Coffee

- Niektore metody do tworzenia drzew: najblizszego sasiada (Neghbor-joining),
najwiekszej wiarygodnosci (Maximum Likehood), najwiekszej oszczednosci
(Maximum Parsimony), analiza Bayesowska (Bayesian Interference)

- Niektore programy do tworzenia drzew: Phylip, IQTree, MrBayes, PhyML,
RAXML, Fasttree.

- Niektore programy do wizualizacji drzewek/ogolnego zastosowania: MEGA,
Dendroscope, Mesquite, Jalview, PAUP*
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MEGA

- Generalnie uwaza sie, ze do pracy bioinformatycznej lepiej nadaja sie
systemy UNIX-owe (Linux, Mac OS X itp.), na nie tez jest dostepnych wigkszos¢
narzedzi bioinformatycznych ale czes¢ narzedzi dziata takze pod Windows.

- Ponadto systemy UNIX-owe domyslnie udostepniajg wiele narzedzi
niekoniecznie dedykowanych do badan bioinformatycznych ale przydatnych
(np. do pracy z plikami tekstowymi)

- Na naszych warsztatach uzyjemy programu MEGA pod Windows.

- Jest to darmowy program, ktory mozna pobrac ze strony:
http://www.megasoftware.net

- Mozna go uzywac w formie okienkowej pod Windows i Mac OS X

- Jest dostepny takze zestaw narzedzi do pracy w linii komend, rowniez pod
system Linux
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MEGA - interfejs

- Po otwarciu programu pokazuje sie taki interfejs:

% MEGA 7.0.14(7160202-x86_64) - O X
File Analysis Help
UoB o o x  Z O 0® B KW E_ O _ 7T
Align Data Models Distance  Diyersity Phylogeny User Tree  Ancestors Selection  Rates Clocks Diagnose
@ I B = @ @ . £ . .
Help Does Examples Cation Report a Bug Updates?  MEGA Links Toolbar
WMEGA release #7160202-486 £4
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Otwieramy plik do wyrownania

- Otworz w edytorze tekstu plik ,atpé.fasta” z katalogu ,sekwencje”, dodaj do
niego pobrang sekwencje Magnolia stellata

- Otworz plik w programie MEGA

- Pokaze sie takie okienko, w ktorym wybieramy ,Align "

M Analyze or Align File?

::?/ How would you like to open this fasta file?

s
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Dopasowanie sekwencji

- Pokazuje sie taki widok:

&4 M7: Alignment Explorer (atp6 fasta) - o X

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
W= = EX AL ATTE T B RX [ B o @8R

DNASequences Translated Protein Sequences

[Species/abbrv Group Name
. G8_Orobanche_grenieri
. 50_Orcbanche_alba subsp._alba
. 17_Orobanche_picridis
. x12_0._elatior

2
5
4
s
6. 28_Orcbanche_gracilis_hustria
7. 1_Orobanche caryophyllacea

5. aM09E455_ Mimulus_guttatus

9. 19_Phelipanche arenaria

10. 25_Phelipanche_ramosa

11. 38_Phelipanche_behemica

12. 13_Orobanche_cosrulescens

13. G18_Orobanche cf._coerulescens

14. 12_Orobanche_coeruleacens

15. X£2388_Helianthus_annuus_ssp._teXanus
16. z7_Centaurea_scabiosa

17. ATP6f4_Artemisia campestris

1e. AF095276_Solanum tuberosum

19. z3_Peucedanum cervaria

20. KCE73635 Magnolia_stellata

Site # ﬁ 2 ®with O wio Gaps

- Jak widac, czesc sekwencji jest ,na dzien dobry” dopasowana, ale inne
wymagaja poprawek
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Dopasowanie c.d.

- Z belki narzedziowej na gorze wybieramy ikone z literg ,W" - jest to
wywotanie programu ClustalW

- Pokazuje sie okienko z postepem procesu wyrowania:

ClustalW Progress
Pairwise alignment m
| ]

Multiple alignment

X cancel
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Dopasowana automatycznie sekwencja

- W koncu widac¢ dopasowane sekwencje:

44 MT: Alignment Explorer (atp6 fasta) - o X

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
O E LA RS- Y- IR ¥ X .

DNASequences  Translated Protein Sequences

[species/abbry Group Name wa
. G8_Orcbanche_grenieri
. 50_Orobanche_alba_subsp._alba

o R R

. 17_Orobanche_picridis

2

3

"

5. %12_0._elatior
6. 28_Orcbanche gracilis_hustria

7. 1_Orobanche_caryophyllacea

/8. JND9E455 Mimulus_guttatus

9. 19_Phelipanche arenaria

10. 25_Phelipanche_ramosa

11. 38_Phelipanche_behemica

12. 13_Orobanche_cosrulescens

13. G18_Orobanche cf._coerulescens

14. 12_Orobanche_coeruleacens

15. X£2388_Helianthus_annuus_ssp._teXanus
16. z7_Centaurea_scabiosa

17. ATP6f4_Artemisia campestris

1e. AF095276_Solanum tuberosum

19. z3_Peucedanum cervaria

20. KCE73635 Magnolia_stellata

Site # Ez 2 ®with O wio Gaps

- Sekwencje wygladaja na (z grubsza) dopasowane, ale nalezy je przyciac tak,
aby miaty taka sama dtugosc.
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title

- W tym celu zaznaczamy blok sekwencji po lewej, tak by objat czesc
z brakujacymi nukleotydami:

Wk MT: Alignment Explorer (atp6fasta) - o X

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
O EY L AR L S IR Y T

DNASequences Translated Protein Sequences

[Species/Abbrv Group Name Wha KA RRRRRRRERR RRKAREARE A
. G8_Orobanche grenieri | HOCHSSEESEESESsEsoEmosmoEs
. 50_Orobanche_alba_subap._alba g
17_Orcbanche_picridis £
*12_0._elatior -
28_Orobanche_gracilis_Bustria £
1_Orobanche_caryophyllacea g
aN098455_Mimulus_guttatus £
. 19_Phelipanche arenaria £

T e g e n G

10. 25_Phelipanche_ramosa -
11. 38_Phelipanche_bohemica £
12. 13_Orobanche_coeruleacens g
13. Glg_orcbanche cf. coerulescens £
14. 12_Orobanche_cosrulescens -
15. X82388_Helianthus_snnuus_ssp._texanus £
16. z7_Centaurea_scabiosa g
17. ATP6I4_Artemisia campestris £
18. AF095276 Solanum tuberosum -

19. z3_Peucedamum cervaria

20. KCB79635_Magnolia_stellata TECTCHITcEcHAATEERNTcTTTETETE

Site # PB S ®with O wio Gaos

- a nastepnie usuwamy go (Ctrl+X lub z menu, ktore pojawi sie po kliknieciu
prawym klawiszem myszy)
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Poprawki

- Teraz zwroC uwage na zaznaczony na zotto fragment:

&4 M7: Alignment Explorer (atp6 fasta)

- [m} X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
W= = EX AL ATTE T w B EEBX (B o B8R

DNASequences Translated Protein Sequences

Specics/Ebbrv Group Neme S P Py e e W e ] | ] e A
. G15_Orobanche_cernua

. G8_Orcbanche_grenieri

. 50_Orobanche_alba_subsp._alba
17_Orobanche_picridis
*12_0._elatior
25_Orcbanche_gracilis_Austria
1_Orobanche_caryophyllacea

T E a e oG R

. JN098455 Mimilus_guttatus

. 19_Phelipanche arenaria

10. 25_Phelipanche_ramosa

11. 32_Phelipanche bohemica

12. 13_Orobanche_coerulescens

13. G18_orobanche cf._coerulescens
4. 12_Orobanche_coerulescens

15. ¥22328_Helianthus_snnuus_ssp._texanus
16. z7_Centaurea_scabiosa

17. ATP6f4_Artemisia_campestris

8. AF095276 Solanum tuberosum

18. z3_Peucedsmum cervaria

Site # [T 2 ®with O wio Gaps

- Wysglada na to, ze nukleotydy ,A" powinny sie zamieni¢ miejscami z indelami
(-). Zamien je uzywajac ,wytnij” i ,wklej".
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- Sekwencja atp6 jest kodujgca, zasadniczo nie powinna miec indelu dtugosci
roznej niz wielokrotnosc 3.

- Moze to oznaczac, ze badana sekwencja pochodzi z niekodujacej kopii genu
(pseudogenu)

- Ale przyczyna moga tez byc btedy odczytu lub opracowania plikow
z sekwencjonera.

- W takim przypadku nalezatoby przyjrzec sie ponownie surowym plikom
z sekwencjonera.

- Teraz jednak pozostawimy sekwencje takie jakie sa.
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Wyrownywanie koncow

- Przejrzyj pozostata czesc sekwencji i wykonaj ewentualne poprawki

- Koncowa czesc¢ sekwencji prezentuje sie tak:

Wk MT: Alignment Explorer (atp6.fasta)
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
O EY AT B LIy T

DNASequences Translated Protein Sequences

[Species/Abbrv Group Name W wE A EAREAREREAAE B
. G15_Orobanche_cernua
. G8_Orobanche_grenieri
. 50_Orcbanche_alba subsp._alba
. 17_Orobanche_picridis

1

2

5

4

5. %12 0._elatior
6. 28_Orcbanche_gracilis_hustria

7. 1_Orobanche caryophyllacea

5. aM09E455_ Mimulus_guttatus

9. 19_Phelipanche arenaria

10. 25_Phelipanche_ramosa

11. 38_Phelipanche_behemica

12. 13_Orobanche_cosrulescens

13. G18_Orobanche cf._coerulescens

14. 12_Orobanche_coeruleacens

15. X£2388_Helianthus_annuus_ssp._teXanus
16. z7_Centaurea_scabiosa

17. ATP6f4_Artemisia campestris

8. AF095276_Solanum_tuberosum

19. z3_Peucedanum cervaria

20. KCE73635 Magnolia_stellata

Site # P S ®with O wio Gaos
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Wyrownywanie koncow c.d.

- Trzeba je tez wyrownac:

Mk MT: Alignment Explorer (atp6.fasta)
Dota Edit Seorch Alignment Web Seguencer Display Help

[ = & i | W o B g EX ¥ (BB 4 o $ B

DNASequences  Translated Protein Sequences

[Species/abbrv Group Name Sx e s R aaw wra ww x waaranaeres x
1. €15_Orobanche_cernua

2. @&_Orobanche grenieri

3. 50_Orobanche_alba_subsp._alba
4. 17_Orabanche_picridis

5. x12_0._elatior

6. 28_Orobanche gracilis_Austria
7. 1_Orobanche_caryophyllacea

/8. aN098455_Mimulus_guttatus

9. 19_Phelipanche arenaria

10. 25_Phelipanche_ramosa

11. 38_Phelipanche_bohemica

12. 13_Orobanche_coeruleacens

13. Glg_orcbanche cf. coerulescens
14. 12_Orobanche_cosrulescens

15. X82388_Helianthus_snnuus_ssp._texanus
16. z7_Centaurea_scabiosa

17. ATP6I4_Artemisia campestris
18. AF095276 Solanum tuberosum
19. z3_Peucedamum cervaria

20. KCE79635 Magnolia_stellata

Site # FAE 2 ®with O wio Gaps

HATEETEcTECAAATETEE

>
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Zapisanie pliku FASTA

- Mozemy zapisaC wyrdwnane sekwencje w pliku FASTA, najlepiej pod nowa
nazwa (np. atpé-aligned.fasta)

44 MT: Alignment Explorer (atp6.mas)

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

[ Create New | w | o
& Open * bin sequences

(e ' Group Name e

Close

Phylogenetic Analysis

alba
I Save Session Crrl+§
@Y Export Alignment MEGA Format
FASTA format

& DNASequences

NEXUS/PAUP Format

Protein Sequences

‘¥ Translate/Untranslate

55 Select Genetic Code Table

Complement 5

€ escens
Complement B

_s3p._texanus

Exit AlnExplorer
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Zapis i ponowne otwarcie

- Zapisujemy sesje w formacie MAS

- Nastepnie otwieramy go. Pojawia sie pytanie:

A Analyze or Align File?

\?/ How would you like to open this MAS file?

Analyze Align

- Tym razem wybieramy ,Analyze”.
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Zapis i ponowne otwarcie c.d.

- Pojawia sie okienko:

MT: Input Data

X
Data Type
Nucleotide Sequences Missing Data
Protein Sequences

Pairwise Distance

Alignment Gap |:|

Identical Symbel D

X cancel

7 Hep

- Wybieramy ,Nucleoide sequence”.
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Zapis i ponowne otwarcie c.d.

- Teraz pada pytanie czy to sekwencja kodujaca:

Confirm x

0 Protein-ceding nucleotide sequence data?

=

- W zasadzie jest to sekwencja kodujaca, ale dla uproszczenia wybieramy
opcje ,No”".
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Dobor Modelu ewolucji molekularnej

Przed zbudowaniem drzewa, nalezy dobra¢ model ewolucji molekularnej.
- Klikamy ikone ,Models™:

File Analysis Help

= 1A

2

Align T Data Models " Wistance Diversity T |
»
Cloze
Data

- Nastepnie wybieramy z rozwijanego menu ,Find Best DNA/Protein Models
(ML)..”

S )

File Analysis Help

= 1A

= e L 1Y i o5
Align Tl Daa Models ~ Distarice Diversity i Eh\,ﬁlogen\f
[ 3= )
= e Find Best DMASPratein Models (ML)...
Ié‘
L Data

Disparity Index Test of Pattern Heterogeneity

[84] Estimate Substitution Matrix (MLY...

¥R Estimate Transition| Transversion Bias (ML),

Compuke MCL Substitution Matrix
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Dobor modelu ewolucji molekularnej

- Zatwierdzamy:

X| Use the active file?

@ YWould vou like ko use the currently active data (atps.mas)?

I Remember to reuse currenthy active data,

Yes Mo
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Dobor Modelu ewolucji molekularnej

- Pokazuje sie okienko z ustawieniami. Zostawiamy wartosci domyslne, poza
,Gaps/Missing Data Treatment” gdzie ustawiamy ,Use all sites”:

o0 ® | M7: Analysis Preferences
Options Summary ]
Option |Selecti0n
Analysis Model Selection (ML)
Tree to Use Autormatic (Neighbor-joining tree)
Statistical Method Maxirurn Likelihood
Substitution Model
Substitutions Type Mucleotide

Data Subset to Use

Gaps/Missing Data Treatment Use all sites h

Select Codon Pasitions v 15t W 2nd ¥ 2rd W Moncoding Sites
Branch Swap Filter Mone

? Help ' Compute |
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Dobor modelu ewolucji molekularnej

Nastepnie trzeba chwile poczekac az zakoncza sie obliczenia:

F'rogress- 12%
Details ~

Status f Options ]

X/ M7: Progress

Run Status
Start time 2017-04-24 20:117:26
Status Testing GTR+G+I model

Analysis Options

Analysis
Analysis Model Selection (ML)
Tree to Use ————————————————— Automatic (Neighbor-joining tree)
Adtatistical Method --————-——- Maximum Likelihood
Substitution Model
Substitutions Type —————————— Nucleotide

Data Subset to Use
Gaps/Miszing Data Treatwent - Use all sites
EBranch Swap Filter None
Codons Included ———————————-——- 1sc+Znd+3rd+Mon-Coding
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Wybor modelu ewolucji molekularnej

- W koncu uzyskujemy wynik:

[ NoN | %| MEGA Caption Expert: Find Best-Fit Substitution Model (ML)

File Edit Yiew Help

E -X‘L C-S‘\l'

Table. Maxitnum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models

Model Parameters BIC AlCc inL +) +G) R AA) AT) AC) AC
HEY+G 42 3688.109 3374992 -1645355 nfa 012 1.41 0239 0392 0183 0.1
TH93+G 43 3694.252 3373686 -1643.695 nfa 014 142 0239 0392 0183 0.1
GTE+G 46 3694.326 3351417 -1629540 nfa 015 1.45 0239 0392 0183 0.1
HET+HGH 43 3695183 3374.617 -1644.161 0.64 1.07 142 0239 0392 0183 0.1
TI2+G 40 3698.965 3400746 -1660.245 nfa 011 1.47 0316 0316 0.184 0.1
TIT93+G+L 44 3701221 3373.207 -1642.449 062 098 145 0239 0392 0183 0.1
GTEA+GH 47 3701.392 3351.036 -1628.342 061 095 1.47 0239 0392 0183 0.1
TI2+G+I 41 3706484 3400816 -1659.2753 0.68 139 148 0316 0316 0.184 0.1

- Do budowy drzewa uzyjemy model znajdujacy sie na pierwszym miejscu na

liscie, w tym wypadku: HKY+G
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Budujemy drzewko

- Teraz wybieramy z menu Phylogeny

% MEGA 7.0.14(7160202-x86_64)
File Analysis Help

S L U - T
Align Data Models Distance  Diversity Bhylogeny ser Tree  Apcestors  Selection

- Z menu wybierz Maximum Likelihood

B i & 15 “ 2y =
Distance  Diversity Ehylogeny' User Tree  Ancestors Selection  Rates
( InL CDnstruct,"-I'est Maximurn Likelibood ?ree... )
"% Construct/Test Neighbor-Joining Tree...

B Canstruct/Test Minimurm-Evolution Tree...

& Constructf Test UPGMA Tree...
Construct/ Test Maximurn Parsimony Tree(s)

M) Open Tree Session
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- Otwiera sie okno z opcjami:

A M

Gptions Summary |

Option

nalysis Preferences

Selection

Analysis
Statistical Method
Phylogeny Test
Test of Phylogany

Substitution Model
Substtutions Type
Model/Msthod
Rates and Patterns

Rates among Sites

Data Subset to Use

Gaps/Missing Data Treatment

Tree Inference Options
ML Heuristic Method

Initial Tree for ML

Eranch Swap Fiter
System Resource Usage
Number of Threads

7 Help

H

Phylogeny Reconstruction
Maximum Likefihood

None
Nudleotide

Tamura-Nei model

Uniform rates

Complete deletion
Nezrest-Neighbar-Interchange (NNI)

Make initial tree automatically (Default - NI/BioNI)

None:

X cancel
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- Ustawiamy:

e0ce

Options Summary |

% M7: Analysis Preferences

Cption

Selection

Analysis
Statistical Method
Phylogeny Test
Test of Phylogeny

No of Booksirap Replicalions
Substitution Model
Substitutions Type

Model/Method
Rates and Patterns
Rates among Sites

Data Subset to Use
Gaps/Missing Data Treatment

Select Codon Positions
Tree Inference Options
ML Heuristic Method

Iritial Tree for ML

Branch Swap Filter
System Resource Usage
Nurnber of Threads

- |

Phylogeny Reconstruction
Mazdrnuim Likelihood

Bootstrap method
1000

Nucleotide

Hasegawa-Kishino-vano model

Gamma Distributed (G)

No of Discrete Gamma Categories 5

Use all sites

v 10 ¥ 2nd ¥ 3rd W Noncoding Sites

Mearest-Neighbor-Interchange (NMNL)
Make initial tree automatically (Default - MI/BiokI)

Mone

P
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- Wartosc opcji ,Number of Threads” oznacza liczbe watkow uzywanych
w obliczeniach, czyli ile rownolegtych obliczen program powinien prowadzic.

- Wartosc ustawiamy w zaleznosci od liczby wykonywanych przez procesor nie
kolidujacych ze soba watkow obliczeniowych.

- Na przyktad procesor Pentium i7 posiadajacy cztery rdzenie moze
jednoczesnie wykonywac osiem watkow.

- 0golnie - im wiecej watkow tym szybciej powinny skonczyc sie obliczenia.

- Jesli nie wiemy ile rdzeni ma procesor, mozna pozostawic¢ wartosc 1.
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Drzewko w trakcie tworzenia

- Pojawia sie okienko z postepem procesu tworzenia drzewa

MT: Progress

Progress I

5% |

Dietails *
Status ¢ Options
Run Status

Start time

Status

Log Likelihood

Renlicate Mo,

Analysis
Enzlysis

<

Analyziz Optionz

Statistical Method
Phylogeny Teat

29,03.2016 17:17:46
Bootstrapping ML tres

-1557.2769

6 of 500

Phylogeny Reconstruction
Maximum Likelihood

Test of Phylogeny —--———————=—=—==-= Bootstrap method
Ho. of Bootstrap Replications —--— 5040
Substitution Model

Substitutions Type —————————————— Nucleotide
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Nieukorzenione drzewo

- W koncu widzimy drzewo, na razie nieukorzenione

M M7: Tree Bxplorer atpb-wyrownanefas - o x

Ele Search Image Subtree View Compute Ancestors Coption Help
0

B8mN ¢ & €€ ] :

Iy Original Tree  Bootstrap consensus tree
kA

G15 Orobanche cemua

48] 38 Orobanche grenieri

oL 50 Orobanche alba subsp. alba
El 1 Orobanche caryophyllacea
47 Orabanche picridis
- ) 12,0, elatior
53 28 Orobanche gracilis Austria
“ A IN098455 Mimulus guttatus
= 38 Phelipanche bohemica
& 100 19 Phelipanche arenaria
" 9125 Phelipanche ramosa
© AF095276 Solanum tuberosum
» ® 23 Peucedanum cenvaria
' e KC879635 Magnola stellata
s 7g13 Orobanche coenuescens
& 93| 1618 Orabanche cf. coerulescens

12 Orobanche coerulescens

%) X82388 Helianthus annuus ssp. texanus

7 27 Centaurea scabiosa

L ATP6i4 Atemisia campestris

Figure. Molecular Phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method

The evolutonary history was Inferred by using the aximum Likelinood method based on the Tamura-
Nel model [1

which the associated taxa clustered together is Shown net to the branches. Intial tree(s) for the
hestic search were obtained automatically by appiing Neighoor-Join and BIoN algoriims o a

wO TN
H
g
H
g
g
z
g
2
5
E
g
]

sequences. There were a total of 644 positions in the final dataset. Evolutionary analyses were
conducted in MEGAT [2] -

a

LogL =-1694.53 igle




Ukorzenianie drzewa

- Teraz nalezy ukorzenic drzewo
- W tym celu wybieramy odpowiednig ikone po lewej:
Eile Search |mage Subtree View Compute Ancestors Caption Help

HS®: & &[&=€ 0 e i :

[; OriginalTree Bootstrap consensus tree

3l
E «—— |
3¢

e

74
- Nastepnie klikamy w gataz prowadzaca do naszej ,outgrupy”, ktora jest
Magnolia stellata
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Drzewo ukorzenione

- Teraz drzewo jest ukorzenione:

Mk M7: Tree Explorer: atp6-wyrownane.fas
Fie Seorch Imoge Subtree View Compute Ancestors Caption Help
BSm| & §[&| € i :

Iy Original Tree  Bootstrap consensus tree

2

Logl = -1694.53

"
92
93
B
AF095276 Solanum tuberosum
z3 cenvaria
KC879635 Magnolia stellata

G15 Orobanche cemua

GB Orobanche grenieri
60 Orobanche alba subsp. alba
1 Orobanche caryophyllacea
17 Orobanehe picridis
x12 0. elatior

28 Orobanche gracilis Austria

IN098455 Mimulus guttatus

38 Phelipanche bahemica

00 19 Phelipanche arenaria

9125 Phelipanche ramosa

7q| 13 Orobanche coerulescens
3| | G18 Orobanche cf. coerulescens
12 Orobanche coerulescens
X82388 Helianthus annuus ssp. texanus
& 27 Centaurea scabiosa

61 ATP6f4 Artemisia campestris

Idie
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Wartosci bootstrapu

- Na drzewie widoczne s3 wartosci bootstrapu
515 Orobanche cernua
—1{ G& Orobanche grenieri

L 50 Orobanche alba subsp. alba

ml 1 Orobanche caryophyllacea

hs | 17 Orobanche picridis
74 5£12 0. elatior

L 28 Orobanche gracilis Austria

]|

JMO98455 Mimulus guttatus

- Im wyzsza wartosc bootstrapu tym wieksza wiarygodnosc wezta.
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Zapisanie drzewa jako w pliku pdf

- Plik mozna zapisac np. w formacie pdf:

# MT: Tree Explorer: atp-wyrownane.fas

File Search Image Subtree View Compute Ancestors Caption Help

H S | Copy to Clipboard Ctrl+C of o

[é Original Save as Enhanced Metafile (EMF)
Save as PNG file

e
- Save as TIFF file
lE Save as PDF file
=l Load Taxen Images from a Folder
£y
1
74
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Eksport drzewa do formatu Newick

- Mega od razu tworzy graficzna postac drzewa filogenetycznego (filogram,
kladogram....) ale mozemy tez uzyc do tego celu innego programu (iTOL,
Dendroscope, Mesquite, Archeopteryx itp.).

- W taki przypadku nalezy zachowac drzewo w formacie, ktory zachowa jego
strukture i parametry (dtugosci gatezi, wartosci bootstrap) i jest odczytywany
przez inne programy.

- Do takich formatow nalezy tekstowy format Newick

- Z menu okna w ktorym wyswietla sie drzewo wybierz ,Export Current Tree
(Newick)":

| ] [ ] N\ M7: Tree Explarer: atp6.mas

File Search Image Subtree View Compute Ancestors Caption  Help

B save Currert Session Ctrl+s E ® o= E

Export Current Tree (Mewick) onsensus tree l

39

7 i
13 17_Crob

x12_0._ela

Export Analysis Summary 100 1 Orobanche

28_Crobanche_g

73



Eksport drzewa do formatu Newick

Pokazuja sie opcje, jesli chcemy wyeksportowac dtugosci gatezi i wartosci
bootstrapu, odpowiednie pola powinny by¢ zaznaczone:

| NON %| Mewick Export Options
General 5ene Tree Timetree
I¥ Branch Lengths B (v
v Bootstrap Walues | [ r
-

Cancel
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Eksport drzewa do formatu Newick

Pokazuje sie wynik:

ece |%] M7: Text File Editor and Format Converter

Fle Edit Search Display LUilties

EH = ® £ LN &

*ewick Export.mk ‘ [X]

|( (({(({"17_orobanche_picridis’:0.00315284, "%12_0._elatior':0.00155770}0.6100:0.0015653%, 'l_OrDbanchE_cJ

O — Jj

1: 1 madified Insert
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Eksport drzewa do formatu Newick

- Tekst wySwietla sie w postaci jednej dtugiej linii.

- tatwiej przeanalizowac jego strukture zawijajac tresc. Wybieramy z menu
,Display” — ,Word Wrap”™:

| NON | X M
File Edit Search @ Display  Ukilities
= @ | &= = & getFont. oL &

*Mewick Export.r Show Line Mumbers

({00 ordiap _ iridisT:0.003152
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Eksport drzewa do formatu Newick

Teraz widac strukture zapisu drzewa bardziej przejrzyscie:

e0e® X| M7: Text File Editor and Format Converter
File Edt Search Display Ltiities
=H = i) s el &

*Newick Export nwk I

[(Cc(t((("17_orobanche_picridis':0.00315284, 'x12_0O._ elatior’:0.00155770)0.6100:0.00156599,
E9 'l Orobanche_caryophyllacea':0.00155632)0.3900:0.00155902, 'ZEiorubancheigracilisiAust:ia':0.00005692)0
+1300:0.00006809, ("50_Crobanche_alba_subsp._alba’:0.00155989, (*615_Orobanche_cernua®:0.00000000,
"G8_Orohanche g:en:\.a::\."U 0000000030 SSDD 0,00000000)0,3800:0,00155322)1,0000:0,01753133, (
'397Ehal:.panchaihnhsm:.ca"D 00000000, (*19 Phelipanche arenaria’:0.00000000, 25 Phelipanche ramosa':0
.00000000)0.9700:0.006326874)1.0000:0.02522666)0.3400:0.00025967, "JN098455 Mimulus_guttatus’:0.00432938
)0.5000:0.01102108, ((('13_Orobanche_coerulescens’:0.00000000, "618_oOrobanche_cf._coerulescens’:0
£¢ ,00000000)0.8300:0. 00160354 Tiz Orubanche coerulescens':0. DDDDDUDU)J. 0000:0 00598290 (
"XB2388_Helianthus_annuus_ssp._texanus®:0.00580717, ("z7_Centaurea_scabiosa’:0.00362478,
TATPEE4 Artemlsla campestrls"D.DDElSQQS)D.SZEI[I:[I.[IDZHHIEIE)EI.QEEIEI:El.DllZDETD)l.DDDD:D.DZQQlEEl)D.GTEIEI
= ;0. 01005796 TAF095276_Solanum tubercosum’:0.01805893)0.9000:0.00825334, "
=9 .02158866, "RCB79635_Magnolia_stellata”:0.01732161);

23_Peucedamm_cervaria’:0
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Eksport drzewa do formatu Newick

Klikajac na ikone zapisu pliku lub odpowiednia pozycje menu (,File” —
,Save”) mozna zapisa¢ zawartosc do pliku tekstowego. Domyslnie pliki

w formacie Newick maja przedtuzenie nwk, zatem mozemy plik nazwac np.
atp6-drzewo.nwk

- Zapisany plik mozna otworzy¢ w dowolnym edytorze tekstu:

@® O ® || atpB-tree.nwk (~/Dropbox/DYDAKTYKA/2016-17/Metody/sekwencie) - VIM
((C(('17_Orobanche_picridis':.00315284, 'x12_0._elatior':0.00155770)0.61
00:0.00156599, "I_Orabanche_caryophyllacea ' .3900:0.60155902, ' 28
Orobanche_gracilis Austria’:@.@eee5692)@.1
_subsp._alba’: )
enieri’':0.80000000)0. 56 00060000)0. 3800:0. 001 55”22)1 WDDB 01753133, ("3
8_Phelipanche_bohemica':0.00000000, ('19_Phelipanche_arenaria’:0.00000000, '25|
_Phelipanche_ramos: 00000000)9.9700: 0. 00632874)1.0000:0.02522666)0. 3400: 0|
08025967 , ' TNRIB45! ulus_guttatus':0.00432938)0.9000:0.81102108, ((('13_0r|
obanche_coerulescens':0.00000000, 'G18_Orobanche_cf._coerulescens':0.00000000)
)0.8300:8.080160354, "12_Orobanche_coerulescens’:0.000008000)1.0000:0.00538290,
('X82388_Helianthus_annuus_ssp._texanus':@.0@580717,('z7_Centaurea_scabiosa’
©.00362478, 'ATP6f4_Artemisia_campestris 00815995)0. 6200:0.00283193)0. 950
81120570)1.6000:0.02931851)0.6700:0.01005796, ' AF@95276_Solanum_tuberosum
@1805899)0. 9000:0. 00895334, 'z3_Peucedanum_cervaria':0.02158866, 'KCB79635)
_Magnolia_stellata’':0.01732161);

NORMAL > SPELL atpb-tree. nwk 100% b 1: 1

Mozna tez w celu wizualicji drzewa otworzy¢ go w jednym z programow do
tego przeznaczonych.
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Sekwencje trnL-trnF

- Teraz czas na sekwencje trnL-trnF

- Otworz plik trn.fasta, dodaj do niego sekwencje Magnolia kRobus pobrang
z GenBank

- Wstepnie wyrownaj uzywajac Clustalw

- ZwroC uwage na znacznie wieksza zmiennosc

- Otworz plik z juz wyrownanymi sekwencjami: trn-aligned.fasta
- Stworz i ukorzen drzewo jak w przypadku sekwencji atpé

- Porownaj oba drzewa

- Zwroc uwage na Orobanche coerulescens

- O czym to moze Swiadczyc?
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Horyzontalny Transfer Genow (HGT)




Horyzontalny transfer genow

- Mozna zauwazyc, ze Orobanche coerulescens ,przeskoczyta” z czesci drzewa
atpé gdzie znajduja sie jej krewniacy do czesci gdzie znajduja sie inne gatunki

- Orobanche i Phelipanche to rodzaje roslin pasozytniczych - pobieraja one
sktadniki odzywcze od zywicieli

- Gataz gdzie znalazta sie Orobanche coerulescens zawiera zywiciela tej rosliny

Magnolia kobus Magnolia stellata
cervaria [} cervaria
©
Centaurea scabiosa o Solanum tuberosum
o
Helianthus tuberosus © Orobanche coerulescens
i
Artemisia campestris o Orobanche coerulescens
- [
Solanum villosum |7} Orobanche coerulescens ©
Mimulus guttatus < Helianthus annuus ssp. texanus ¢
©
Phelipanche arenaria CaeE S 4
g i o
Phelipanche ramosa - Artemisia campestris =
Phelipanche bohemica ) Mimuluslggtisive <
Orobanche caryophyllacea @ (el GeliE
< Phelipanche arenaria
Orobanche alba ssp.alba )
c A B e T e _
Orobanche elatior © 0 N
o % Orobanche gracilis »
Orobanche picridis °
I Orobanche cernua o
Orobanche gracilis o <
Orobanche grenieri o
Orobanche grenieri o c
Orobanche picridis 5
Orobanche cernua
Orobanche elatior o
o
Orobanche coerulescens. e o
Orobanche coerulescens. A o
Orobanche coerulescens.
trnL-trnF atp6

80



Horyzontalny transfer genow

- To co widac na obrazku pokazuje efekt dziatania procesu zwanego
Horyzontalnym Transferem Genow (Horizontal Gene Transfer - HGT)

- HGT to zjawisko przenoszenia DNA pomiedzy odlegtymi ewolucyjnie
organizmami bez udziatu proceséw ptciowych.

- Jest to zjawisko doSc czeste u bakterii i pierwotniakow

- Obserwuje sie go takze u roslin: np. u szczepionych a takze w uktadach
pasozyt-zywiciel

- Orobanche (po polsku zaraza) wtasnie sg roslinami pasozytniczymi
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Zaraza z6tta (Orobanche flava)
w Dolinie Strazyskiej
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Drzewo zycia

JTradycyjne” drzewo



Drzewo zycia

krzyzowanie
miedzygatunkowe

Drzewo uwzgledniajace krzyzowki miedzygatunkowe
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Drzewo zycia

horyzontalny
transfer
genbw

Drzewo uwzgledniajace krzyzowki miedzygatunkowe i HGT
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