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Czym sie zajmuje?

- Liczby chromosomow i poliploidyzacja u roslin
- Filogenetyka roslin

- Horyzontalny transfer genow

- Bioinformatyka



Czym sa drzewa filogenetyczne?



Czym sa drzewa filogenetyczne? i

- Drzewa filogenetyczne w sposob graficzny staraja sie oddac pokrewienstwo
organizmow



Czym s3a drzewa filogenetyczne? ii
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Drzewa filogenetyczne

- Ich tworzenie opiera sie na badaniu podobienstw i réznic 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

- Mozna tez badac sekwencje biatkowe (aminokwasow) ale tu skupimy sie na
DNA

- Badane sekwencje otrzymane z obecnie zyjacych organizmow sa efektem
dtugiej ewolucji kumulujacej zmiany w DNA

- Porownujac te sekwencje, staramy sie odkryc ich wzajemne pokrewienstwa
i ewentualnie sekwencje ich przodkow



Ewolucja sekwencji

W toku ewolucji sekwencje mutuja p
niezaleznie od siebie Sekwencje, ktére
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Dobor sekwencji do badan



Dobor sekwencji do badan

- Pierwszym krokiem jest wybor sekwencji do badan

- Zaktadamy, ze jesli porownuje sie odpowiadajace sobie sekwencje (na
przyktad konkretnego genu) to u organizmow blizej ze soba spokrewnionych
powinny byc one bardziej podobne do siebie niz w przypadku taksonow
bardziej odlegtych ewolucyjnie.

- Wynika to z losowego gromadzenia mutacji - im wiecej czasu mineto od
rozdzielenia sie w toku ewolucji badanych grup, tym wiecej roznych mutacji
powinno sie skumulowac w DNA.

- Takie porownania sekwencji majg oczywiscie sens tylko wtedy, gdy pochodza
one od wspolnego ,molekularnego” przodka, czyli sa homologiczne

- Trzeba pamietac, ze samo podobienstwo badanych odcinkow DNA jeszcze
nie przesadza o ich homologicznosci.

- Podobne sekwencje moga bowiem powstac z niespokrewnionych sekwencji
w wyniku dostosowania genow do petnienia tych samych funkgji.

- Oczywiscie nie nadaja sie one do badan filogenetycznych.



Jakie sekwencje DNA wybrac¢ do badan?

- Rozne sekwencje zmieniaja sie w roznym tempie - np. niekodujace
generalnie zmieniaja sie szybciej niz kodujace (geny) - dobor naturalny
dziata na nie znacznie stabiej

- Drobne zmiany fragmentow nieaktywnych DNA nie maja na ogot wptywu na
organizm. Mutacje w ich obrebie moga sie wiec kumulowac w kolejnych
pokoleniach praktycznie bez przeszkod

- W przypadku sekwencji kodujacych mutacje nawet pojedynczych
nukleotydow, zwtaszcza jesli sa to delecje lub insercje (zbiorczo nazywane
indelami) czesto wptywaja negatywnie na funkcjonowanie produkowanych
przez gen biatek lub czasteczek RNA, zmniejszajac szanse lub
uniemozliwiajac nosicielowi mutacji przetrwanie i przekazanie mutacji
nastepnym pokoleniom.



Jakie sekwencje DNA wybrac¢ do badan?

- Mutacje gendw s3 wiec w pewnym stopniu usuwane przez dobor.

- W jakim stopniu - to zalezy od rodzaju genu, miejsca i rodzaju mutacji

- Na przyktad wstawienie (insercja) lub usuniecie (delecja) innej liczby
nukleotydow niz trzy (dtugosc kodonu) zmienia sposob odczytu dalszej
czesci genu co na ogot powoduje, ze kodowane przez niego biatko przestaje
petnic swoje funkcje - takie mutacje sa na ogdt usuwane przez dobor.

- Z kolei wstawienie czy usuniecie pojedynczego aminokwasu do biatka,
zwtaszcza w rejonie mniej krytycznym dla jego funkcjonowania moze nie
wptywac na jego funkcjonowanie

- Taka mutacja moze byc ,niewidoczna” dla doboru i przechodzic bez
przeszkod do nastepnych pokolen.



Jakie sekwencje wybrac do badan?

- Geny takze roznia sie tempem ewolucji

- Niektore sa bardzo ,wrazliwe” na zmiany, np. kodujace biatka histonowe
odpowiedzialne za strukture chromatyny. S3 one bardzo mato zmienne
(konserwatywne).

- Zatem im bardziej gen jest konserwatywny tym mniej roznic zauwazymy

miedzy sekwencjami pochodzacymi miedzy badanymi organizmami.
- Winnych genach, takich ktorych struktura kodowanych przez nie biatek moze

sie zmieniac bez uposledzenia ich funkcji, zmiany kumuluja sie czesciej. Sa
wiec bardziej zmienne.



Jakie sekwencje wybrac do badan?

- Mogtoby sie wydawac, ze im bardziej zmienne sekwencje tym lepiej.
- Ale zbyt duzo zmian takze nie jest korzystne
- W zbyt zmiennych sekwencjach trudno znalez¢ podobienstwa

- Z kolei jesli w porownywanych sekwencjach roznic jest zbyt mato, moga nie
wystarczy¢ do przeprowadzenia analizy.

- Wazna konsekwencja omawianych roznic w tempie ewolucji jest to, ze przy
podejmowaniu decyzji ktorg sekwencje bedzie sie badac, nalezy wzigc¢ pod
uwage stopien pokrewienstwa badanej grupy organizmow.

- Jesli badamy blisko spokrewnione organizmy nalezy wybrac szybko
ewoluujace sekwencje

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



Struktura drzewa filogenetycznego




Struktura drzewa

Gatgz zewnetrzna

Gatgz wewnetrzna
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Struktura drzewa



Elementy drzewa

- Gatezie pokazuja zwiazki pomiedzy nimi. Ich dtugos¢ moze (w zaleznosci od
rodzaju drzewa) odpowiadac liczbie mutacji w sekwencjach nagromadzonych
podczas ewolucji. Mozna wyrdznic gatezie wewnetrzne prowadzace do
weztow i gatezie zewnetrzne zakonczone lis¢mi.

- Wezty to miejsca taczenia sie gatezi - reprezentuja jednostki taksonomiczne
(gatunki, osobniki, odmiany itd.). Wezty wewnetrzne (nie bedace lis¢mi)
reprezentuja hipotetycznego wspolnego przodka kladu (zob. nizej)

- LiScie sa koncowymi (terminalnymi) weztami, odpowiadajg badanym
sekwencjom/taksonom

- Grupa taksonow pochodzacych od wspolnego przodka nazywana jest
kladem. Niekoniecznie poszczegblne klady wyroznia sie wizualnie na
drzewie, ale jest to termin stosowany w opisie zaleznosci filogenetycznych.



Podstawowe typy drzew

- Kladogram: pokazuje pokrewienstwa ale dtugosc gatezi nie pokazuje liczby

mutacji

KU238877_Peucedanum_cervaria
KU238878_Centaurea_scabiosa
GUB18008_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

o1
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
992 359
KP641335_Orobanche_grenieri

KU238874_Orobanche_cernua

481

KU238875_Orobanche_cf._coerulescens

KU238864_Orobanche_coerulescens
KU238865_Orobanche_coerulescens
KU238868_Phelipanche_arenaria

1000

KU238870_Phelipanche_ramosa
KU238872_Phelipanche_bohemica

AY575533_Mimulus_guttatus

AY743457_Magnolia_kobus*

Filogram



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

E

B

Cc

- Mozna je zinterpretowac na wiele sposobow, np:

- itd...



Ukorzenianie

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

- Grupa zewnetrzna powinien by¢ 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 by¢ to szympans

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

aby poszczegblne rozgatezienia odpowiadaty ich kolejnoSci w czasie.

A
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- —D

—E

— F rupa zewnetrzna
?outgroup) B

G*



Typy drzew

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



Typy drzew

- Drzewa moga przybierac

<1Q00
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<00
<610
<74
<Q9 <1Q00
<
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<92 <77
<1Q00 <48
<99
<1Q00
|73

rozne formy, poza juz pokazanymi na przyktad:

KU238877_Peucedanum_cervaria
KU238878_Centaurea_scabiosa
GUB818008_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*



Typy drzew

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

—01 KU238869_Orobanche_t

JX073793_Artemisia_campestris

GU818008_Helianthus_tuberosus KU238871_Orobanche_gracilis_Austria

1
KU238878_Centaurea_scabiosa ~—.
KU238877_Peucedanum_cervaria
AY743457_Magnolia_kobus*

KP641335_Orobanche_grenieri

KU238874_Orobanche_cernua
AY575533_Mimulus_guttatus

KU238875_Orobanche_cf._coerulescens

KU238864_Orobanche_coerulescens

KU238865_Orobanche_coerulescens

KU238872_Phelipanche_bohemica
- - KU238868_Phelipanche_arenaria

KU238870_Phelipanche_ramosa



Etapy tworzenia drzew



Etapy tworzenia drzew

- Wybor rodzaju sekwencji odpowiedniej dla zestawu badanych taksonow
(zmiennos¢, dostepnosc 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: dopasowania sekwencji, przyciecie
- Wybranie modelu ewolucji molekularnej

- Budowanie drzewa

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

20



Tworzymy drzewo filogenetyczne



Wybor sekwencji

- Wybor sekwencji
- Tempo ewolugji

- Sekwencje nalezy dobrac tak aby jej tempo ewolucji pozwalato odroznic poszczegolne
taksony (powinny by¢ widoczne roznice pomiedzy bliskimi taksonami)
- Jednoczesnie nie moze by¢ zbyt wysokie, poniewaz wtedy trudno dopasowac sekwencje
a podobienstwa moga miec przyczyne przypadkowa (pomiedzy dwoma losowymi
sekwencjami powinno by¢ ok. 1/4 zgodnych nukleotydow).
- Generalnie geny ewoluuja duzo wolniej niz sekwencje niekodujace
- Pomiedzy genami takze wystepuja duze roznice (np. geny biatek histonowych sa bardzo
konserwatywne, biatek kolagenowych sa zmienne)
- Aspekty praktyczne:
- tatwosc badan molekularnych (replikacji DNA 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)
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Wybrane sekwencje

- W ponizszym przyktadzie wybratem gen atp6 - mitochondrialna sekwencja
kodujaca podjednostke 6 syntazy ATP
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Zebranie sekwencji

- Sekwencje moga pochodzic¢ z badan wtasnych

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

NCBI  Resources [+

Nucleotide Nusicotde |) |orobanche ITS | J

Create alert  Advanced Help
Specles Summary ~ 20 per page ~ Sort by Default order ~ Filters: Manage Filters
Plants (2,111)
Fungi (14) Send to: ~ -
Protists (6) Results by taxon
Bacteria (14) Top Organisms [Tree]
Viruses (1) Items: 41 to 60 of 2164 Orobanche crenata (393)
Customize .. e I i+ lastn.  Orobanche cemua (255)

First Prev Page 3 of 108 Next Last Orobanche gracilis (167)
:M‘;ﬁ"‘e - o transcaucasica ribulose-1,5-bisphosphate Phelipanche aegyptiaca (190)
P 41. car ase large subunit (tbel) partial Phelipanche ramosa (135)
genomic S8.0XY Al other taxa (1000)
DNA/RNA (2,109) sequence; plastid ore...
mRNA (54) 1,244 bp linear DNA
RNA(1) Accession: AY582272.1 Gl: 46410832
Gustomize ... GenBank FASTA Graphics PopSet Find related data -
Source - .
databases Orebanche lutea ribulose-1,5-bisphosphate car D::::SE
INSDC (GenBank) 42. |arge subunit (rbel) e, partial sequence;, plastid =
(2,159) 1,212 bp linear DNA

RefSeq () Accession: AY562206.1 Gl: 46410766
Cusiomizs .. GenBank FASTA Graphics PopSet
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Format FASTA

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

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

>AF095276_Solanum_tuberosum

CTACTAACTCTCAGTTTGGTCCTACTTTTGGTTTATTTTGTTACTAAAAAGGG
AACTCAGTACCAAATGCTTGGCAATCCTTGGTAGAGCTTATTTATGATTTCGT
CCGGTAAACGAACAAATAGGTGGTCTTTCCGGAAATGTTAAACAAAAGTTTTC
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Wyszukiwanie sekwencji

- W GenBank-u mozna wyszukiwac sekwencje na rozne sposoby. Pokaze dwa
podstawowe.

- Mozna wyszukiwac wedtug nazwy:

S NCBI  Resources ™ How To Sign in to NCBI

GenBank | Nucleotide v ||Orobanche picridis atpé) ‘ m

GenBank * | Submit * Genomes WGS « Metagenomes + | TPA v | TSA « INSDC ~ Other «

GenBank Overview GenBank Resources
GenBank Home

Submission Types
Submission Tools

What is GenBank?

GenBank ¥ is the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly
available DNA sequences (Nucleic Acids Research, 2013 Jan;:41(D1):036-42). GenBank is
part of the International Nucleotide Sequence Database Collaboration, which comprises the Search GenBank

DNA DataBank of Japan (DDBJ), the European Nucleotide Archive (ENA), and GenBank at Update GenBank Records
) Update Genbank Records
NCBI. These three organizations exchange data on a daily basis.

- Mozna podawac nazwy taksonu, sekwencji itp.
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Wyszkiwanie sekwencji

- Jesli wynikow jest wiele, pokazuje sie ich lista, wtedy klikamy na wybrana
sekwencje.

Items: 6

@ Found 8 nucleotice sequences. Nucleotide (6) GSS (2)

Orobanche picridis isolate 17 tRNA-Leu (trnl ) gene. partial sequence: trnl -
1. imF intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene. partial

sequence; chloroplast

865 bp linear DNA

Accession: KU238867.1 GI: 1028916351

Taxonomy

GenBank FASTA Graphics PopSet

Orobanche picridis clone 17 ATPase subunit & (atp6) gene. partial cds:
2. mitochondrial

642 bp linear DNA

Accession: KU180463.1 GI: 1025818453

Protein  Taxonomy

GenBank FASTA Graphics PopSet

- Jesli wynik jest jeden, od razu otwiera sie w oknie.
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Wynik

- Strona z wynikiem wyszukiwania zawiera szereg informacji.

& NCBI  Resources &) How To
Nucleotide |Nucleotide v ||
Advanced
GenBank ~ Send tor .
Change region shown -
Orobanche picridis clone 17 ATPase subunit 6 (atp6) gene, partial o
. i . Customize view &
cds; mitochondrial
GenBank: KU180463.1
FASTA Graphics PopSet Analyze this sequence =
Run BLAST
Go to:
Pick Primers.
Locus KU180463 642 bp DNA linear PLN 10-MAY-2016 Highlight Sequence Features
DEFINITION Orobanche picridis clone 17 ATPase subunit 6 (atp6) gene, partial ‘ghlignt Seq
cds; mitochondrial. Find in this Sequence
ACCESSION KU180463
VERSION KU180463.1
KEYWORDS -
SOURCE mitochondrion Orobanche picridis Related information -
ORGANISM (Qrobanche picridis Protein
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; Gunneridae; Taxonomy
Pentapetalae; asterids; lamiids; Lamiales; Orobanchaceae;
Orobancheae; Orobanche. PopSet

REFERENCE 1 (bases 1 to 642)
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Wynik

- Na dole znajduje sie sama sekwencja:
Jcodon_start=1
/product="ATPase subunit &"
/protein_id="ANC68065.1"
/translatio LLTLSLVLLFVHFVTKKGGGKSVPNAFQSYLELIYDFVPNLVNE
0IGGLSGNVKQQFFPCISVTFTFSLFRNLOGMIPYSFTVTSHFIVTLGLSFSLFIGIT
IVGFQKNGLHFLSFSLPAGVPLPLAPFLYLLELIPHCFRALSLGIRLFANMMAGHSLY
KILSGFAWTMLCMNDLLYFIGDPGPLFIVLALTGLELGVAISQAHVSTISICIY"

ORIGIN

=

ctactcactc tcagtttggt cctacttttt gttcattttg ttactaaaaa gggaggagga
61 aagtcagtac casatgcttt tcaatccgtg ttagagctta tttatgattt tgtgccgaac
121 ctggtaaacg aacaaatagg tggtctttcc ggaaatgtga aacaacagtt tttcccttgc
181 atctcggtta cttttacttt ttcgttattt cgtaatcttc agggtatgat accttatage
241 ttcacagtaa caagtcattt tatcgttact ttgggtctct cattttctct ttttattggc
301 attactatag tgggatttca aaamaaatggg cttcattttt taagctictc attacccgea
361 ggagtcccac tgccgttage acctttttta gtactccttg agctastccc tcattgtttt
421 cgcgcattaa gcttaggaat acgtttattt gotaatatga tggeccggtca tagtttagta
481 aagattttaa gtgggttcgc ttggactatg ctatgtatga atgatctttt atatttcata
541 ggggatcctg gtcctttatt tatagttctt gcattaaccg gtcttgaatt aggtgtaget
601 atatcacaag ctcatgtttc tacgatctca atctgtattt ac
/"
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Wyswietlenie w formacie FASTA

- Aby wyswietli¢ sekwencje w formacie FASTA, mozna wybrac (na gorze strony
z wynikami, ponizej nagtowka) ,FASTA”

Orobanche picridis ¢
cds; mitochondrial
GenBank: KU180463.1

FASTA Graphics PopSet

Go to: [v)
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Wyswietlanie w formacie FASTA

- Wyswietla sie wynik w formacie FASTA

ifj NCBI Resources

Nucleotide [Nucleotide ]|

Advanced

FASTA~ Send to: =

Orobanche picridis clone 17 ATPase subunit 6 (atp6) gene, partial
cds; mitochondrial

GenBank: KU180463.1
GenBank Graphics PopSet

=KU180463.1 Orobanche picridis clone 17 ATPase subunit 6 (atp6) gene, partial cds;
mitochondrial

CTACTCACTCTCAGTTTGGTCCTACTTTTTGTTCATTTTGT TACTAAAAAGGGAGGAGGAAAGTCAGTAC
CAAATGCTTTTCAATCCGTGTTAGAGCTTATTTATGATTTTGTGCCGAACCTGGTAAACGAACAAATAGG
TGGTCTTTCCGGAAATGTGAAACAACAGTTTTTCCCTTGCATCTCGGTTACTTTTACTTTTTCGTTATTT
CGTAATCTTCAGGGTATGATACCTTATAGCTTCACAGTAACAAGTCATTTTATCGTTACTTTGGGTCTCT
CATTTTCTCTTTTTATTGGCATTACTATAGTGGGATTTCAAAAAAATGGGCTTCATTTTTTAAGCTTCTC
ATTACCCGCAGGAGTCCCACTGCCGTTAGCACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCCCTCATTGTTTT
CGCGCATTAAGCTTAGGAATACGTTTATTTGCTAATATGATGGCCGGTCATAGTTTAGTAAAGATTTTAA
GTGGGTTCGCTTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTATATTTCATAGGGGATCCTGGTCCTTTATT
TATAGTTCTTGCATTAACCGGTCTTGAATTAGGTGTAGCTATATCACAAGCTCATGTTTCTACGATCTCA
ATCTGTATTTAC
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Zapis formatu FASTA

- Wynik mozna zapisac¢ w formacie FASTA wybierajac odpowiednie opcje
Z menu po prawej stronie:

FASTA ~

Orobanche picridis clone 17 ATPase subunit 6 (atpl
cds; mitochondrial

GenBank: KU180463.1
GenBank PopSet

>KU188463.1 Orobanche picridis clone 17 ATPase subunit 6 (atp&) gene,
mitochondrial
CTACTCACTCTCAGTTTGGTCCTACTTTTTGTTCATTTTGTTACTAAAAAGGGAGGAGGAAAGTCAGTE
CAAATGCTTTTCAATCCGTGTTAGAGCTTATTTATGATTTTGTGCCGAACCTGGTAAACGAACAAATAL
TGGTCTTTCCGGAAATGTGAAACAACAGTTTTTCCCTTGCATCTCGGTTACTTTTACTTTTTCGTTATI
CGTAATCTTCAGGGTATGATACCTTATAGCTTCACAGTAACAAGTCATTTTATCGTTACTTTGGGTCT(
CATTTTCTCTTTTTATTGGCATTACTATAGTGGGATTTCAAAAAAATGGGCTTCATTTTTTAAGCTTCT
ATTACCCGCAGGAGTCCCACTGCCGTTAGCACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCCCTCATTGTT]
CGCGCATTAAGCTTAGGAATACGTTTATTTGCTAATATGATGGCCGGTCATAGTTTAGTAAAGATTTTE
GTGGGTTCGCTTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTATATTTCATAGGGGATCCTGGTCCTTTAT
TATAGTTCTTGCATTAACCGGTCTTGAATTAGGTGTAGCTATATCACAAGCTCATGTTTCTACGATCT

ATFTATATTTAC

Graphics

Send to: =

® Complete Record
Coding Sequences
Gene Fealures

Choose Destination

* File
Caollections

Clipboard
Analysis Tool

Download 1 items
Format

FASTA v
Show GI

Create File

FTOENT
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Zapis w pliku FASTA

- Mozna tez zaznaczyC opis oraz sekwencje, skopiowac i wklei¢ do ulubionego
edytora tekstu. Pod Windows moze to byc np. Notepad++, tu jest pokazany
gVim:

- Moze to by¢ wygodniejsze rozwiazanie, poniewac na koncu i tak chcemy miec
wszystkie sekwencje w jednym pliku.
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Wybor oprogramowania




Wybor oprogramowania

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

- Programy dziatajg 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, MrBayes, PhyML, RAXML

- 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 dostepniych
wiekszoS¢ narzedzi ale czesSc narzedzi dziata takze pod Windows.

- Pokaze jak zrobic¢ proste drzewo filogenetyczne (pomijam etap wyboru
modelu ewolucji) z uzyciem 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

34



Tworzenie drzewka w programie MEGA




- Pobierz plik ,dane.zip”, ktory znajdziesz pod adresem:
http://ggoralski.pl/?page_id=3276
- Rozpakuj plik - powstanie katalog ,dane”

- Pobierz i zainstaluj program Mega ze strony:
https://www.megasoftware.net/
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http://ggoralski.pl/?page_id=3276
https://www.megasoftware.net/

MEGA - interfejs

- Po otwarciu programu pokazuje sie taki interfejs:

File  Analysis

ALIGN DATA MODELS DISTANCE ~ DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION RATES CLOCKS  DIAGNOSE

TIMETREE

DATAMONKEY

RECENT PUBLICATIONS

O ™ » ® @ @ ¥ @© o =3

HELP DOCS EXAMPLES  CITATION REPORT BUG  UPDATES MEGA LINKS TOOLBAR PREFERENCES PROTOTYPE




Otwieramy plik do wyrownania

- Otwieramy plik z sekwencjami ,atp6-surowe.fasta” z katalogu ,dane”

Molecular Evelutionary Genetics Analysis

Analysis Help
W Open A File/Session ...
Open a Recently Used File

Edit a Text File
Convert File Format to MEGA DISTANCE

@ Printer Setup...
Quit MEGA

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

How would you like to open this fasta file?

o Analyze or Align File?

o
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Dopasowanie sekwencji

- Pokazuje sie taki widok:

Data Edit  Search  Alignment  Web  Sequencer  Display Help

=R %= o Frl «ODXExG+&lar @338

DNA Sequences  Translated Protein Sequences
Species/Abbry

1. Magnolia stellata KC81 T|T € [T/ C.

2. Solanum tuberosum A| C cc

3. Mimulus guttatus HQS]
4. Orobanche coerulesc|

o

5. Orobanche coerulesc|
6. Orobanche picridis K|
7. Phelipanche arenaria
8. Orobanche caryophyl|
9. Phelipanche ramosa K
10. Orobanche gracilis K
11. Phelipanche purpure|
12. Orobanche alba KU1
13. Orobanche elatior Kl
14. Artemisia
15. Orobanche cernua K

GO 000006000

[ o]

16. Orobanche coerules]
17. Orobanche grenieri H

)

OOODOOO0EO000000 0
Gz GO 000000

18. Peucedanum cervaril

50000

19. Centaurea scabiosa
20. Helianthus annuus F.

Site 2 @with  Ow/ogaps Selected genetic code: Standard
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Dopasowanie sekwencji

- Teraz trzeba sekwencje dopasowac.

- Dopasowanie polega na tym, zeby poszczegolne nukleotydy w kolumnach
odpowiadaty tym samym miejscom w sekwencji DNA

- Jest to tatwiejsze jesli sg to takie same nukleotydy

- Jesli sie roznig, to oznacza, ze w toku ewolucji jeden z nich przeszedt w drugi
(substytucja)

- Trudniej jest dopasowac sekwencje, jesli zawieraja one insercje i delecje,
w takim przypadku nie zawsze jest wiadome, ktore miejsca odpowiadaja
sobie sekwencjach.

39



- Na przyktad mamy dwie sekwencje:

AGCCTTAG
AGCTTAG

- Mozna je dopasowac tak:

AGCCTTAG
AGC-TTAG

- Znak ,-" oznacza brakujgcy nukleotyd
- Albo tak:
AGCCTTAG

AG-CTTAG

- W naszym przyktadzie uzyjemy sekwencji bez indeli.
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Dopasowanie c.d.

- Z menu na gorze wybieramy ,Align” a nastepnie ,Align By Muscle”

1 M Alignment Explorer (atp6-surowe.fasta)

Data Edit Search Web Sequencer

(] B & | [E] [njw | W Align by ClustalW T
Align by ClustalW (Codons) I
Align by MUSCLE

Species/Abbry | s Align by MUSCLE (Codons)
Magnolia stellata KC23| TR C S
Ci B Mark/Unmark Site

cc Align Marked Sites

Alignment

DNA Sequences  Translated Pro ‘

Solanum tuberosum A|C
Mimulus guttatus HQOS
Orobanche coerulesc|C ® Unmark All Sites

Orobanche coerulesc|C

Delete Gap-Only Sites
Auto-Fill Gaps

Orobanche picridis KLUC
Phelipanche arenaria |C

AN L

- Nastepnie wybieramy ,0K”
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Dopasowanie c.d.

- Pojawia sie okno z opcjami, zostawiamy wartosci domyslne i klikamy ,OK™:

P<1 MUSCLE Alignment Options

Option Setting
GAP PENALTIES
Gap Open -400.00
Gap Extend (.00
MEMORY/ITERATIONS
Max Memory in MB 2048
Max Iterations
ADVANCED OPTIONS
Cluster Method (lterations 1,2) UPGMA
Cluster Method (Other lterations) UPGMA
Min Diag Length (Lambda) 24

7) Help Reset ¥ | Cancel

&
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Dopasowanie c.d.

- Pojawia sie pasek postepu
- Otrzymujemy wyrownanie sekwencje, ale z obu koncow niektore sekwencje
s3 wyraznie dtuzsze:

Data Edit Search Alignment  Web Sequencer Display Help
IR EmEwelFri «0XExa&/+&ar @238

DNA Sequences Translated Protein Sequences

Species/Abbry =[] []*
Magnolia stellata KCS7
. Solanum tuberosum A

Wimuius guttatus HOS
. Orobanche coerulesc|

Orobanche coerulesc;
. Orobanche picridis KU

Phelipanche arenaria
. Orobanche caryophy

Phelipanche ramosa K
10. Orebanche graciis I
1. Phefipanche purpure|
12. Orebanche alba KU1
13 Orobanche elatior KI
14, Artemisia campesiri
15. Orobanche cernua i
16. Orebanche coerules|
17. Orobanche grenieri Y
18, Peucedanum cervar|
19. Centaurea scabiosa.
20, Hellanthus annuus F|

NENEONNNNARONONNNORO0ARAO0 »

OCOODOOOOOOO0600O0 00

< >

ez [2417 z @uith  Owlogaps Selected genetic code: Standard

- Zaznaczamy , wystajace” czesci i je usuwamy (klawisz ,Delete”).
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Sekwencje dopasowane

- W koncu sekwencje zostaty dopasowane.

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

D= | e @i WY oa L B EX E (B a4 & 81 e
DNASequences  Translated Protein Sequences
Spedesiibbn o Name T PP | PP PR e e e

1. Magnalia_stellata_KC879635
|2 Solanum_tuberosum_AF095275

3. Mimulus_guttatus_HQ593752

4. Orobanche_coerulescens_KU180461
5. Orobanche_coerulescens_KU180462
6. Orobanche_picricis_KU180463

7. Phelipanche _arenaria_KU180464

8. Orobanche_caryophyllacea_KU180465,
9. Phelipanche_ramosa_KU180466

0. Orobanche_gracilis_KU180467

11. Phelipanche_purpurea_KU180488
12. Orobanche_alba_KU180469

13. Orobanche_elatior_KU180470

14 Artemisia_campestris_KU180471

15. Orobanche_cemua_KU180472

16. Orobanche_coerulescens_KU180473
17. Orobanche_grenien_KU180474

18. Peucedanum_cenvaria_KU180475
19. Centaurea_scabiosa_KU180476

|20. Helianthus_annuus_F1595983

<

Site # Fﬂ = ®@with O wio Gaos

3]

(3]

E
c
c
c
E
c
0l
c
]
c
cc
c
E
]
c
c
E
c
c
c

3]

3]
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Zapisanie pliku FASTA

- Mozemy zapisac wyrownane sekwencje w pliku FASTA, najlepiej pod nowa
nazwa (np. atp6-aligned.fasta)

Alignment Explorer (atpb-

Edit Search Alignment Web Sequ

ﬂ Create New EE W h | r *i‘_ 4
InL Open L =

Open a Recently Used File pAESunencS

Close 5|+ wx|e|x|e]x|x]2] |2[e

Phylogenetic Analysis
B Save Session

Export Alignment MEGA Format

FASTA Format
NEXUS/PAUP Format

v  DMNA Sequences
Protein Sequences

Lur; Translate/Untranslate
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Tworzenie drzewa

- Teraz wybieramy z menu opcje ,Phylogenetic analysis”

P MX: Alignment Explorer (atp6-surowe.fasta)

Edit Search Alignment
ﬂ Create New ‘W 5 |
InL Open L &
Open a Recently Used File L R
Close * il
cc
Phylogenetic Analysis C
B Save Session c
Export Alignment r BE
C
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Tworzenie drzewa

- Nastepnie pojawiaja sie trzy okienka, z pytaniami, na wszystkie
odpowiadamy “Yes'

Confirmation

| Protein-coding nucleotide sequence data?

VYes No

Confirmation

|0\ Afileis already activated for analysis. Would you like to
S use another?

Confirmation

|0\ fou can presenve your data view by creating a session
T file
Would you like to create one?

Yes No Cancel
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Tworzenie drzewa

- Zmienia sie okno gtowne, pojawiaja sie nowe ikony:

File  Analysis  Help

i 5 . w il @ +
N N N N N N N

PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION  RATES CLOCKS  DIAGNOSE

T8 foo wees
@

RECENT FUBLICATIONS

0 @ @ ) @ o B3

PROTOTYPE

[s) [} 3

HELP DOCS EXAMPLES  CITATION REPORT BUG

UPDATES  MEGA LINKS TOOLBAR PREFERENCES
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Budujemy drzewko

- Teraz wybieramy z menu Phylogeny opcje Maximum Likelihood

Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File Analysis Help
) (1) () () (T) () (&) () (B
N N N N N
ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY
InL Construct/Test Maxirmum Likelihood Tree...
TA [ x| :‘;:_} Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
e %':f: 2 Construct/Test Minimum-Evolution Tree...
-[E Construct/Test UPGMA Tree...
- MP Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)
,f= ®w Open Tree Session

- Zatwierdzamy w okienku pytanie o uzycie aktualnych danych.
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- Otwiera sie okno z opcjami:

Phylageny Reconstruction
Option
ANALYSIS
Statistical Method
PHYLOGENY TEST

Test of Phylogeny

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
Initial Tree for ML

Branch Swap Filter
SYSTEM RESOURCE USAGE

Number of Threads

?) Help

Setting
Maximum Likelihcod

None

Nucleotide
Tamura-Nei modei

Uniform Rates

Use ali sites
Nenceding Sites

Nearest-Neighbor-Interchange (NN}

Make initial tree outomatically (Default - Ni/BioN))

None

Zj/Cancel _
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- Ustawiamy:

Analysis Preferences

Phylogeny Reconstruction
Option Setting
ANALYSIS
Statistical Method =  Maximum Likelihood
PHYLOGENY TEST
Test of Phylogeny —» | Bootstrap method. ~
No. of Bootstrap Replications — | 1000
SUBSTITUTION MODEL

Substitutions Type —» | Nucleotide

- WartosSc ,Bootstrap” mozna ustawic na nizsza, zwtaszcza gdy masz wolny
komputer (np. na 100)

51



Drzewko w trakcie tworzenia

- Pojawia sie okienko z postepem procesu tworzenia drzewa

PROGRESS .

Setting site coverage

DETAILS » stop

STATUS/OPTIONS

RUN STATUS

Start time 06.02.2021 17:22:53
Operation Run Time | 00:00:35

Status Bootstrapping Tree...
Log Likelihood -1567.8038
Replicate No. 134 of 1000
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Nieukorzenione drzewo

- W koncu widzimy drzewo, na razie nieukorzenione

File  Seach  Image  Subtree  View  Compute  Ancestors  Caption  Help

BEO|Y O &EEHO &F | BRI

% | Original Tree Bootstrap consensus tree

-

"E

. Qrobanche picridis KU180463

i Orobanche elatior KU180470

e

] Orobanche caryophyllacea KU180465

&, Orobanche alba KU180469

[ Orobanche cernua KU180472

> 55 & ' Orobanche grenieri KU180474

) Orobanche gracilis KU180467

ot Mimulus guttatus HQ593782

Q Phelipanche purpurea KU180468

=y 100 Phelipanche arenaria KU180464

» 98 ' Phelipanche ramosa KU180466
— Solanum tuberosum AF095276

ng Magnolia stellata KC879635

L3 7 Peucedanum cervaria KU180475

% Qrobanche coerulescens KU180462

up Qrobanche coerulescens KU180473

£s Qrobanche coerulescens KU180461

200 LIt i e om IEAEAON ©
[ ionar is b il Likelihood method
Y ly
The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelinood method and Tamura-Nei model [11. The tree with the

& highest log likelihoad (-1663 93} s sheun. The percentage of frees in which the associated faxa clustered fogsther is shown

, Mexto the branches. Inital tree(s) for the heuristic search were obtained automatically by applying Neighbor-Join and BioNJ
& algorithms to a matrix of paivise distances estimated using the Tamura-Nei model, and then seleciing the topology with

superior log likelinood value. The iree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of subsiitutions per site.

] This analysis involved 20 nucleatide sequences. Codon positions included were 1st-2nd+3rd+Noncoding. There were a total
Q 01633 positions in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA X [2]
Logl = -1663.93 Ready 53



Ukorzenianie drzewa

- Teraz nalezy ukorzenic drzewo

- W tym celu wybieramy odpowiednig ikone po lewej:

M Tree Explarer: (PhyloAnalysis-0.meg)

File Search Image Subtree

BEe0|Y O &E LD

g Uriginal Tree  Baotstrap consensus tree

ME

| Root the tree on the selected branch

e
=0

T
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Ukorzenianie drzewa

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

g Original Tree  Bootstrap consensus tree

"E -

- Orobanche picridis KU180463

X Orobanche elatior KU180470

38 Orobanche caryophyllacea KU180465

i, Oraobanche alba KU180469

EE Orobanche cernua KU180472

» 55 6 ' Orobanche grenieri KU180474

— Orobanche gracilis KU180467

= i Mimulus guttatus HQ563782

Q | Phelipanche purpurea KU180468

,'P: 100 Phelipanche arenaria KU180464
o 98 ' Phelipanche ramosa KU180466

= I Solanum tuberosum AF085276

8 - \—L‘iﬂwagnnha stellata KC879635

}[3 87 Peucedanum cervaria KU180475

o
&

o | Orobanche coerulescens KU180462
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Drzewo ukorzenione

- Teraz drzewo jest ukorzenione:

PhyloAnalysis-0.

File Search Image Subtree View Compute Ancestors  Caption  Help
B0 YO £ELHO| &= | S

g Original Tree  Bootstrap consensus tree
»E Orobanche picridis K *
£ Orobanche elatior KU1E
- Orobanche caryophyllace
s Orobanche alba KU18046¢
%, Qrobanche cernua KU18047
EE 55 6 ' Orobanche grenieri KU1804:
Vad Orabanche gracilis KU18046]
= o Mimulus guttatus HQ593782
f— | Phelipanche purpurea KL
Q 100 Phelipanche are
h=d % 38 ' Phelipanche ran
-~ o Orobanche coerulescen
E 4{ Qrobanche coerulescen
! a7 Orobanche coerulescen
° 100 Helianthus ¢
e |7 65 Centaur
.Es & ——— Solanum tuberosum AF095276
r ————— Peucedanum cervaria KU180475

WMagnola stellata KC879635 56




Wartosci bootstrapu

- Na drzewie widoczne sa wartosci bootstrapu

56 Crobanche picridis KU180463
Crobanche elatior KU180470
Orobanche caryophyllacea KU180465
Orobanche alba KU180469

{{ Orobanche cernua KIJ180472
&

41

100

Orobanche grenieri KU180474
Crobanche gracilis KU180467
Mimulus guttatus HQ5E93782

- Im wyzsza wartoSc¢ bootstrapu tym wieksza wiary godnosc wezta.
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Zapisanie drzewa jako w pliku pdf

- Plik mozna zapisac np. w formacie pdf:

MEX: Tree Explorer: (PhyloAnalysis-0.meg)

Subtree View

Be 0 | Y [C] Copyto Clipboard
X Original Tree Save as BMP file
Save as PDF file
»E Save as PNG file
e Save as SVG file
Save as TIFF File
. Save as EMF File
{E‘ Load Taxon Images from a Folder
¥ —_—
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Horyzontalny Transfer Genow (HGT)




Horyzontalny transfer genow

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

Orobanche picridis KU180463
Orobanche elatior KU180470
Orobanche caryophyllacea KU180465
Orobanche alba KU180469
Orobanche cernua KU180472
& ' Orobanche grenieri KU180474
Orobanche gracilis KU180467
Mimulus guttatus HQ593782

Phelipanche purpurea KU180468

100 Phelipanche arenaria KU180464

56 | 98 ' Phelipanche ramosa KU180466
Orobanche coerulescens KU180462
498{ Orobanche coerulescens KU180473

Orobanche coerulescens KU180461

100 Helianthus annuus FJ595983
497'% Artemisia campestris KU1804
&5 Centaurea scabiosa KU180478
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Horyzontalny transfer genow

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

- Gataz gdzie znalazta sie Orobanche coerulescens zawiera zywiciela tej rosli

Magnolia kobus

trnL-trnF

cervaria
Centaurea scabiosa
Helianthus tuberosus
Artemisia campestris
Solanum villosum
Mimulus guttatus
Phelipanche arenaria
Phelipanche ramosa
Phelipanche bohemica
Orobanche caryophyllacea
Orobanche alba ssp.alba
Orobanche elatior
Orobanche picridis
Orobanche gracilis
Orobanche grenieri
Orobanche cernua
Orobanche coerulescens
Orobanche coerulescens

Orobanche coerulescens

l. Asteraceae

Orobanche s.

Magnolia stellata

atp6

cervaria
Solanum tuberosum

Orobanche coerulescens
Orobanche coerulescens
Orobanche coerulescens
Helianthus annuus ssp. texanus
Centaurea scabiosa

Artemisia campestris

Mimulus guttatus

Phelipanche bohemica
Phelipanche arenaria
Phelipanche ramosa
Orobanche gracilis

Orobanche cernua

Orobanche grenieri

Orobanche picridis

Orobanche elatior

Orobanche caryophyllacea

Orobanche alba ssp. alba

I. Asteraceae

Orobanche s.
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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 procesow ptciowych.

- Jest to zjawisko dosSc 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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Dziekuje za uwage.

Prezentacja, oraz pliki przydatne przy tworzeniu omawianego
drzewa sa dostepne ma mojej stronie internetowej pod
adresem:

ggoralski.pl


ggoralski.pl
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