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Drzewa Filogenetyczne

Czym sie zajmuje filogenetyka molekularna?

Filogenetyka to nauka zajmujaca sie badaniem historii ewolucyjnej (filogenezy) or-
ganizméw lub ich grup z uzyciem réznych metod w tym paleontologicznych, anatomii
poréwnawczej, genetyki itd.

Filogenetyka molekularna, jak wskazuje nazwa, skupia si¢ na badaniach czasteczek
(DNA, bialek) w celu rekonstrukeji filogenezy.

W dalszej czesci méwiac o filogenetyce bede miat na mysli gtéwnie filogenetyke moleku-
larng.

Zwykle badania filogenetyczne zmierzaja do stworzenia drzewa filogenetycznego,
ktore w formie wizualnej pozwala przedstawié pokrewienstwa taksonéw (zwykle
gatunkéw) w badanej grupie, kolejno$é ich wyodrebniania oraz szacowane réznice
genetyczne miedzy nimi.

Etapy tworzenia drzew filogenetycznych

Proces tworzenia drzew filogenetycznych sklada sie z kilku etapow:

Wybér rodzaju sekwencji odpowiedniej dla zestawu badanych taksonéw (zmiennosé,
dostepnosé sekwencji etc.)

Zebranie sekwencji (sekwencje wlasne, bazy danych)

Wybér algorytméw /oprogramowania do dopasowania sekwencji, budowy drzewek oraz
ich wizualizacji

Wstepne automatyczne dopasowanie sekwencji

Reczne poprawki: dokladniejsze dopasowanie sekwencji, przyciecie

Wybranie modelu ewolucji molekularnej

Budowanie drzewa

Tworzenie filogramu/kladogramu

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

Wybér sekwencji do badan

Pierwszym krokiem w badaniach filogenetycznych jest wybér odpowiednich sekwencji
do analiz.

Tego typu analizy opieraja sie na zaltozeniu, ze jedli poréwnuje sie odpowiadajace
sobie sekwencje (na przyklad konkretnego genu) to u organizméw blizej ze soba
spokrewnionych powinny by¢ one bardziej podobne do siebie niz w przypadku tak-
sonow bardziej odleglych ewolucyjnie.

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

Takie poréwnania sekwencji maja oczywiscie sens tylko wtedy, gdy pochodza one od
wspoélnego , molekularnego” przodka, czyli sa homologiczne. Na tym jednak nie
koniec.



Sekwencje homologiczne mozna bowiem podzieli¢ na dwie kategorie:
— ortologi: sekwencje, ktore miaty wspolnego przodka zaraz przed procesem spec-
jacji
— paralogi: sekwencje, ktore powstaty w skutek duplikacji, czyli mialy wspdélnego
przodka przed zduplikowaniem.

Do badan filogenetycznych nalezy wybieraé ortologi.

Trzeba pamietaé, ze samo podobienstwo badanych odcinkéw DNA jeszcze nie
przesadza o ich homologicznodci.

Podobne sekwencje moga bowiem powstaé¢ z niespokrewnionych sekwencji w wyniku
dostosowania genéw do petnienia tych samych funkcji. Takie podobienstwo nazywamy
homoplazjg a geny analogicznymi.

Oczywiscie nie nadaja sie one do badan filogenetycznych.

Kolejnym aspektem, ktéry nalezy wziaé¢ pod uwage przy wyborze sekwencji jest ich
tempo ewolucji.

Ro6zne sekwencje DNA maja rézne tempo gromadzenia mutacji.

Generalnie niekodujace sekwencje DNA zmieniajg sie w toku ewolucji duzo szybciej
niz geny (cho¢ istnieja takze konserwatywne sekwencje niekodujace).

Przyczyna tej réznicy nie jest rézne tempo mutacji ale presja selekcyjna.

Drobne zmiany fragmentéw nieaktywnych DNA nie maja na ogdét wplywu na orga-
nizm.

Mutacje w ich obrebie moga sie wiec kumulowaé w kolejnych pokoleniach praktycznie
bez przeszkdd.

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

Mutacje genéw sa wiec w pewnym stopniu usuwane przez dobor.
W jakim stopniu - to zalezy od rodzaju genu.
Geny réznig sie ,wrazliwoscig” na mutacje.

W niektérych z nich niemal kazda zmiana prowadzi do uposledzenia wlasciwego
funkcjonowania kodowanego biatka - sg to geny konserwatywne.

Do najbardziej skrajnych przyktadow naleza biatka histonowe odpowiedzialne za struk-
ture chromatyny - nawet mala zmiana w ich strukturze ma niekorzystny wplyw na
funkcjonowanie calego aparatu genetycznego, kluczowego dla dzialania komorki i or-
ganizmu.

Inne geny wykazuja wigksza tolerancje.



e Zatem im bardziej gen jest konserwatywny tym mniej réznic zauwazymy miedzy sek-
wencjami pochodzacymi miedzy badanymi organizmami.

o Wazna konsekwencja omawianych réznic w tempie ewolucji jest to, ze przy podej-
mowaniu decyzji ktéra sekwencje bedzie sie badaé, nalezy wziaé¢ pod uwage stopien
pokrewienstwa badanej grupy organizmoéw.

e Ogdlna zasada jest taka, ze im blizej sa one spokrewnione tym bardziej zmienne
sekwencje nalezy wybraé.

o Tak wiec na przyktad przy badaniu gatunkéw w obrebie rodzaju praktyczniej jest
wybraé sekwencje niekodujaca lub mato konserwatywny gen, natomiast do analizy
powiazan filogenetycznych pomiedzy przedstawicielami rodzin czy wyzszych jednostek
taksonomicznych raczej beda przydatne mniej zmienne geny.

e Jest to oczywiste w przypadku wyboru zbyt konserwatywnych genéw.

o Jesli wybierze sie sekwencje o zbyt matej zmiennosci, moze okazaé sie, ze nie ma
réznic miedzy badanymi czasteczkami u blisko spokrewnionych organizméw albo jest
ich zbyt malo aby wyciagna¢ sensowne wnioski.

e Mniej oczywiste sa konsekwencje wyboru zbyt zmiennej sekwencji.
e Mogto by sie wydawaé, ze nie powinno to szkodzi¢ badaniom.

e W koiicu im wiecej mutacji tym wiecej informacji ktéra mozna wykorzysta¢ przy
badaniach.

e Klopot w tym, ze takze w tym wypadku nadmiar moze by¢ szkodliwy - zbyt wiele
zmian moze na tyle zatrze¢ podobienstwa a takze poprzednie mutacje, ze sekwencje
nie beda sie nadawa¢ do badan filogenetycznych.

e Przy wyborze rodzaju sekwencji do badan nalezy takze wzia¢ pod uwage aspekty prak-
tyczne zwigzane z sekwencjonowaniem DNA a takze dostepno$é¢ sekwencji w bazach
danych (wtedy nie trzeba ich sekwencjonowaé¢ we wlasnym zakresie).

Zbieranie sekwencji

e Sekwencje uzywane w badaniach pochodzg zazwyczaj z dwu zrédet:
— badania wlasne
— bazy danych
e 7 punktu widzenia ekonomicznego i praktycznego im wiecej sekwencji mozna pobraé
z baz danych tym lepiej.
e 7 drugiej strony, sekwencje pochodzace z wlasnych badan moga wzbogaci¢ dostepne
dla innych badaczy bazy danych, co samo w sobie jest jakim$§ wkladem w nauke.

Internetowe bazy danych
Genbank i inne bazy sekwencji

o Trzy najbardziej znane, dostepne publicznie bazy danych sekwencji DNA (oraz RNA
i biatek) to:

— GenBank utrzymywany przez National Center for Biotechnology Information
(NCBI)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

= NCBI Resources @ How To [ Sign in to NGBI

Nucleotide Nucleatide B Rumex ITS | |
Create alert Advanced Help

Species Summary ~ 20 per page ~ Sort by Default order ~ Send:~  Filters: Manage Filters

Animals (44)

Plants (82,455) .

Fungi (342) ltems: 1 to 20 of 83279 Results by taxon

Protists (143) Top O i T

Bacteria (247) Page 1  of4184 Next> Last>> op Organisms [Tree]

Rumex palustris (49095)
Viruses (24) 0 Found 83348 nucleotide sequences. Nuclectide (83279) EST (89) Rumex acetosa (32289)

Customize .. - . . " L uncultured bacterium (187)
Rumex thianschanicus 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal Rumex hastatulus (145)

Molecule 1. transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; Rumex papillaris (117)
types and internal franscribed spacer 2, partial sequence All other taxa (1446)
574 bp linear DNA More...

Accession: KT438762.1 Gl: 984686379

GenBank FASTA Graphics

genomic
DNA/RNA (2,205)
mRNA (45)

Customize ... N
Find related data =

Source Rumex elbrusensis 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal Datab : Select H

databasss 2. transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed
IN{Salgg?tgenBank} spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial
RefSeq (1) sequence
Customize .. 680 bp linear DNA
) Accession: KT438754.1 GIl: 984686971 i -
Genetic GenBank FASTA  Graphics Search details

Fig. 1: Proste wyszukiwanie

— DNA DataBank of Japan (DDBJ),
— The European Nucleotide Archive (ENA)

o Waszystkie trzy bazy wspélpracuja ze soba w ramach (International Nucleotide Se-
quence Database Collaboration](http://insdc.org)(INSDC) synchronizujac dane. W
dalszej czesci kursu skupimy sie na bazie GenBank.

e Baza GenBank pozwala wyszukiwaé¢ sekwencje na kilka sposobéw.

e Zapewne najczesciej uzywana jest metoda zblizona do wyszukiwarek internetowych,
polegajaca na wpisywaniu tekstu, np.

e nazw organizméw czy sekwencji, w okienko i przegladaniu wynikéw wyszukiwania.

e Mozna przy tym wybieraé sposréd wielu dostepnych kategorii, m. in. sekwencje
nukleotydéw, genomy, taksony, biatka.

e Przyktadowo, jedli chcemy wyszukaé sekwencje ITS dla rodzaju Rumez, mozemy
wpisaé¢ Rumex ITS:

e Trzeba jednak uwazaé na kilka potencjalnych probleméw.

e Po pierwsze przynajmniej obecnie, baza GenBank nie jest tak ,domyslna” jak np.
wyszukiwarka Google.

o Przyktadowo jesli zrobimy literéwke, i zamiast Rumex ITS wpiszemy Ramex ITS to
nie ujrzymy podpowiedzi w rodzaju Czy chodzito Ci o Rumex ITS?, tylko baza nie
zwréci zadnych wynikéw.

Blast

e GenBank i inne podobne do niego bazy sprawdzaja sie dobrze, gdy wyszukujemy
sekwencje po ich nazwie, opisie czy nazwie taksonu.

o Ale czesto trzeba podejéé¢ do problemu z drugiej strony - mamy sekwencje nukleotyddw
i chcemy znalez¢ inne, podobne do niej.

o Jest tak na przyktad gdy nie wiemy czy odpowiada ona jakiemus konkretnemu genowi
albo gdy chcemy sprawdzi¢ u jakiego organizmu wystepuje sekwencja najbardziej
podobna (np. jesli badamy odcinek DNA niewiadomego pochodzenia).

o W takich sytuacjach z pomoca przychodzi Blast (Basic Local Alignment Search Tool).


http://www.ddbj.nig.ac.jp
http://www.ebi.ac.uk/ena
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Fig. 2: Blast

o Jak wida¢ serwis umozliwia wyszukiwanie sekwencji nukleotydowych a takze
biatkowych.

e W najprostszym przypadku na stronie wyszukiwania w odpowiednim okienku wpisu-
jemy szukang sekwencje i weiskamy przycisk ,,Blast” na dole strony.

e Po dluzszej lub krotszej chwili oczekiwania wy$wietlane sg wyniki.

e Na gorze strony maja one postaé¢ graficzna;:

o Ponizej widnieje lista z krétka informacja na temat znalezionych sekwencji

e Pod nimi znajdujg sie doktadniejsze dane, schematyczne przedstawienie przyréwnania
sekwencji szukanej i znalezionej a takze odsytacze prowadzace do dalszych informacji
dotyczacych sekwencji w bazie GenBank.

Zbieranie sekwencji

e Do badan filogenetycznych sekwencje zapisuje si¢ zwykle w plikach tekstowych w
formacie FASTA.

e Zapis danych w pliku tekstowym ma wiele zalet.

o Moze by¢ edytowany w dowolnym edytorze tekstu (np. Vim, Emacs, Notepad++,
Atom, TextMate, Jed, Pico), a takze latwo uzywaé do pracy z nimi licznych dostep-
nych w systemach Uniksowych (np. w Linuksie) narzedzi ulatwiajacych na przyklad
wycigganie z nich konkretnych danych.

e Uwaga: Word NIE jest edytorem tekstu, plik zapisany w formacie Worda NIE jest
plikiem tekstowym.

o Plik zawierajacy sekwencje nukleotydéw w formacie FASTA moze wygladaé np. tak:

>KC879635_Magnolia_stellata

CTGCTAACTCTCAGTTTGGTCCTACTTCTGGTTCATTTTGTTACTAAAAACGGAGGGGGAA
ACTCAGTACCAAATGCTTGGCAATCCTTGGTAGAGCTTATTCATGATTTCGTGCCGAACCC
GGTAAACGAACAAATAGGTGGTCTTTCCGGAAATGTTCAACAAAAGTTTTCCCCTCGCATC
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Fig. 3: Blast - wyniki graficzne

©Descriptions

‘Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

1 Alignments o
Description ::::; ::{:1 2::3 v:ue Ident Accession
~| Magnolia stellata ATPase subunit 6 (atp6) gene, partial cds; mitochondrial 231 231 100% 2e-57 100% KCB79635.1
| Liriodendron tulipifera mitochondrion, complete genome 231 231 100% 2e-57 100% KCB21969.1
| Nelumbo nucifera mitochondrion, complete genome 226 226 100% 1e-55 Q9% KRE10474.1
| Heuchera parviflora var. saurensis voucher Folk 97 (OS), complete genome 220 220 100% 4e-54 98% KR559021.1
] Vaccinium macrocarpon mitochondrion, complete genome 220 220 100% 4de-54 98% KF386162.1
| Betula pendula genome assembly, organelle: mitochondrion 215 271 100% 2e-52 98% LT855379.1
1 Corchorus olitorius mitochondricn, complete genome 215 215 100% 2e-52 98% KT894205.1
) Corchorus capsularis mitochondrion, complete genome 215 215 100% 2e-52 98% KT894204.1

Fig. 4: Blast - wyniki tekstowe
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Magnolia stellata ATPase subunit 6 (atp6) gene, partial cds; mitochondrial
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Sbjct 91 TCAGTACCAAATGCTTGGCAATCCTTGGTAGAGCTTATTCATGATTTCGTGCCGAAC 150

Query 121 CCGGT 125

Sbject 151 CCGGT 155
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Liriodendron tulipifera mitochondrion, complete genome
Sequence ID: KCB21969.1 Length: 553721 Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 235208 to 235332 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
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Fig. 5: Blast - wyniki szczegotowe

TCGGTCACTTCTACTTTTTCGTTATTTCGTAATCCCCAGGGTATGATACCTTATAGCTTCA
CAGTCACAAGTCATTTTCTCATTACTTTGGGTCTCTCATTTCCGATTTTTATTGGCATTAC
TATAGTGGGATTTCAAAGAAATGGGCTTCATTTTTTAAGCATCTCATTACCCGCAGGAGTC
CCACTGCCGTTAGCACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCCCTCATTGTTTTCGCGCAT
TAAGCTCAGGAATACGTTTATTTGCTAATATGATGGCCGGTCATAGTTCAGTAAAGATTTT
AAGTGGGTCCGCTTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTTTATTTCATAGGAGATCCT
GGTCCTTTATTTATAGTTCTTGCATTAACCGGTCCGGAATTAGGTGTAGCTATATCACAAG
CTCATGTTTCTACGATCTCAATCTGTATTTAC

>AF095276_Solanum_tuberosum
CTACTAACTCTCAGTTTGGTCCTACTTTTGGTTTATTTTGTTACTAAAAAGGGAGGAGGAA
ACTCAGTACCAAATGCTTGGCAATCCTTGGTAGAGCTTATTTATGATTTCGTGCTGAACCC
GGTAAACGAACAAATAGGTGGTCTTTCCGGAAATGTTAAACAAAAGTTTTCCCCTCGCATC
TCGGTCACTTTTACTTTTTCGTTATTTTGTAATCCCCAGGGTATGATACCTTATAGCTTCA
CAGTTACAAGTCATTTTCTCATTACTTTGGGTCTCTCATTTTCTATTTTTATTGGCATTAC
TATAGTGGGATTTCAAAAAAATGGGCTTCATTTTTTAAGCTTCTTATTACCCGCGGGAGTC
CCGCTGCCATTAGCACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCCCTTATTGTTTTCGAGCAT
TAAGCTCAGGAATACGTTTATTTGCTAATATGATGGCCGGTCATAGTTCAGTAAAGATTTT
AAGTGGGTTCGCTTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTCTATTTCATAGGGGATCTT
GGTCCTTTATTTATAGTTCTTGCATTAACCGGTCTGGAATTAGGTGTAGCTATATCACAAG
CTCATGTTTCTACGATCTTAATCTGTATTTAC

o Kazda sekwencja nukleotydéw poprzedzona jest linig zaczynajaca sie¢ znakiem >.

e Po tym znaku powinien znajdowaé sie opis sekwencji.

o« W powyzszym przykladzie jest on dosé lakoniczny, zawiera tylko numer dostepowy
GenBank oraz nazwe taksonu, ale mozna tam zawrze¢ tez duzo wiecej informacji.

e Tak na przyktad wyglada nagtéwek jednej z sekwencji pobranej z bazy GenBank:

>KX282989.1 Rumex vesicarius voucher EDNA15-0042869 ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds; chloroplast



e Po linii z opisem zapisana jest sekwencja nukleotydéw lub aminokwasow.

e Moze ona znajdowaé si¢ w jednej lub wielu liniach, zasada jest taka, ze wszystkie
linie az do nastepnego znaku > na poczatku linii powinny zawieraé¢ tylko i wylacznie
sekwencje.

e Niekoniecznie musi ona zawiera¢ wylacznie litery oznaczajace nukleotydy lub aminok-
wasy, moga tam takze znajdowac sie dodatkowe oznaczenia np.

e niejednoznacznych lub nieznanych nukleotydéw czy miejsc delecji.

e Stosuje sie tu konwencje oznaczen TUPAC.

Symbol TUPAC znaczenie
A Adenina
C Cytozyna
G Guanina
T (lub U) Tymina (lub Uracyl)
R A lub G
Y Club T
S G lub C
W Alub T
K Glub T
M Alub C
B Club Glub T
D AlubGlub T
H AlubClub T
\Y AorCorG
N nieznany nukleotyd
- lub . brak nukleotydu

e (Czasem pomiedzy koncem sekwencji a nagtéwkiem kolejnej dodawana jest pusta linia
co moze zwicksza¢ czytelnosé dla cztowieka.

e Format FASTA jest najprostszy i najpopularniejszy ale istnieja takze inne, np. phylip,
nexus, fastq.

Dopasowanie sekwencji

o Jak wspomnialem wczeéniej sekwencje uzywane do badan filogenetycznych powinny
by¢ homologiczne.

o Dopasowanie wybranych sekwencji polega na tym aby ustawione w kolejnych liniach
sekwencje mialy w kolejnych kolumnach homologiczne wzgledem siebie nukleo-
tydy.

e Dopasowanie sekwencji sklada sie zwykle z dwu etapéw:

— Wstepne dopasowanie automatyczne dokonywane przez odpowiednie programy
— Poprawki dokonywane przez czlowieka

e Do wstepnego automatycznego wyréwnania stosowanych jest wiele programéw, ktére
uzywaja réznych algorytmow.

e W dodatku na sposéb i efektywnosé¢ dziatania kazdego z nich duzy wplyw maja
parametry, ktore ustawia sie przy ich uruchamianiu.
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e Dlatego na pytania w rodzaju ,ktéry program jest najlepszy do dopasowania sek-
wencji?” nie ma dobrej odpowiedzi.

e Bardzo duze znaczenie ma tu rodzaj dopasowywanych sekwencji i ustawienia pro-
graméw.

e Do najpopularniejszych programéw tego typu naleza m. in. clustalw, muscle, mafft,
probcons.

o Jedli por6wnywane sekwencje sa stosunkowo malo zmienne i nie maja indeli (insercji
i/lub delecji) automatyczne dopasowanie moze nie wymagaé recznych poprawek albo
sg one ograniczone do przyciecia koncow sekwencji tak aby mialy réwna dlugosé.

o Jedli jednak tak nie jest,etap recznych poprawek moze byé¢ dtugi i zmudny a koncowy
efekt moze by¢ w wiekszym lub mniejszym stopniu niepewny.

e Do pracy nad wstepnie wyrownanym zestawem sekwencji uzywaé¢ mozna edytordw
tekstu, najlepiej z odpowiednimi skryptami/wtyczkami ulatwiajacymi czytelne przed-
stawienie wyrownywanych sekwencji co zwigzane jest z ich odpowiednim wys$wietle-
niem oraz zwykle kolorowaniem.

o Czedciej jednak, uzywa sie w tym celu dedykowanych programéw, ktore zwykle sa
wzbogacone w wiele dodatkowych funkcji utatwiajacych prace z plikami FASTA jak
wyréwnywanie sekwencji, zmiana na sekwencje odwrécone komplementarne, eksport
do innych formatéow a takze dodatkowymi czynnosciami jak wyszukiwanie sekwencji
w bazach czy tworzenie drzewek filogenetycznych.

e Przykladami sg programu AliView i Jalview:

® Aliview File Edit Selection View Align Primer External commands Help

AliView - atp6.fasta

“ |'= Search

1@ 20 30 48 50

KC879635_Magnolia_stellata
AF095276_Solanum_tuberosum
JNO98455_Mimulus_guttatus
KU180461_Orobanche_coerulescen:
KU180462_Orobanche_coerulescen:
KU180463_Orobanche_picridis
KU180464_Phelipanche_arenaria
KU180465_Orobanche_caryophyllac
KU180466_Phelipanche_ramosa
KUL180467 Orobanche gracilis Aus
KU180468 Phelipanc h ca
KU180469_Orobanche_alba_s
KU180470_Orobanche_eliator
KULE0471_Artemisia_campestris
KUL180472_Orobanche_cernua
KUL180473_Orobanche_cf._coerules:
KU180474_Orobanche_grenieri
KUL180475_Peucedanum_cervaria
KU180476_Centaurea_scabiosa
XB2388_Helianthus_annuus_ssp._te

Selected: Pos: 24 Pos (ungaped): 24 Selected segs: 1 Cols: 1 Total selected chars: 1 Alignment:

Fig. 6: AliView - wyréwnane sekwencje
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® Jalview File Tools Vamsas Help Window
[ JoN ] Jalview 2.10.1

orobanche_atpb/DATA/atp6.fasta

Users /grzeg/BIOINFO
File Edit Select View Annotations Format Colour Calculate Web Service
40

50

1
AAAAAMCGOAG
AARAAGGOAG
AARAAGGOAG
AARAAGGOAG
AARAAGGOAG
AARAAGGOAG
AARAAGGOAG
CAAAMAGGGAG
AARAAGGOAG
AARAAGGOAG
AARAAGGOAG
AARAAGGGAG
GAAAMAAGGGAG
AAAAMAGGAG
AARAAGGOAG
AARAAGGOAG
AARAAGGGAG
AAAAAMCGGAG
AAAAAAGGAG
AAAAAMAGGAG

KOF79635_Magnelia_stellata/l -4l
AFQIF27E_Selanum_tuberesumil-542
INPIFAES Mimulus_gurtatus/]-542
KUIFMF]_Qrebanche_reerslescens/1-542

[ ] @ Neighbour Joining Using DNA from /Users/grzeg/BIOINFO/orobanche_atpé... r
File View

32.20:\)180463_Orobanche_picridis
23'2§U180455_O robanche_caryophyllacea
1%18045?_0 robanche_gracilis_Austria
j‘?&llSEMEB_O robanche_alba_subsp._alba
E:lgldl 80472_Orobanche_cernua
KU180474_Orobanche_grenieri
28.8%1)180470_Orobanche_eliator

78.92 204.85 KCB79635_Magnolia_stellata

455 209.15

OOoOoOoOoOoaoaaaaaaaoooooo

KU180475_Peucedanum_cervaria
AF095276_Solanum_tubermpsum
94.36 KU180461_Orobanche_coerulescens
58.69 KU180462_Orobanche_coerulescens
KU180473_Orobanche_gf._coerulescens
77.06

TTOTTCATTTTOTTACT AARAAGGUAG

215.34

KU180471 Artemisia_campestris A

11231 14834 11180476 Céntaurea_scabiosa
82.50

3500

XB2388_Helianthus_annuus_ssp._texanus

85.71 70.41 KU180464_Phelipanche_arenaria
213.05 KU180466_Phelipanche_ramosa
L-ﬁ%lsm&s_r’helipanche_bnhemica

69.99

IN038455_Mimulus_guttatus

Fig. 7: Jalview - wyréwnane sekwencje

Wybér modelu ewolucji molekularnej

o Kolejnym etapem w drodze do stworzenia drzewa filogenetycznego powinien by¢ wybor
modelu ewolucji molekularne;j.

o Modele ewolucji molekularnej a doktadniej modele substytucji (podstawien) nukleoty-
dow, opisuja w jaki sposéb mogly ewoluowaé badane sekwencje.

e Jesli chcemy rozwiklaé¢ pokrewienstwa ewolucyjne miedzy badanymi organizmami, co
jest zasadniczym celem badan filogenetycznym, powinnismy dysponowaé jakas metoda
oceny odleglosci ewolucyjnych miedzy nimi.

e Organizmy o mniejszej odleglosci beda uwazane za blizej spokrewnione miedzy soba
niz taksony bardziej od siebie oddalone.

e Najprostszym sposobem, ktéry przychodzi do glowy jest proste poréwnanie sekwencji
i wyliczenie w ilu miejscach sie one réznig - im wiecej réznic tym wieksza odleglosé
ewolucyjna.

e Tak obliczong odleglo$¢ mozemy okresli¢ jako p i wyrazi¢ ja w procentach lub w
proporcji, wtedy mieszczg sie w warto$ciach miedzy 0 a 1.
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Na przyktad jesli dwie sekwencje o dtugosci 100 miejsc beda sie rézni¢ w 17 miejscach,
to p=17% lub p=0,17.

Takie podejscie co prawda pozwala oceni¢ rdéznice miedzy sekwencjami ale
niekoniecznie odzwierciedla rzeczywiste odlegtosci ewolucyjne, zwlaszcza jesli
poréwnywane sa sekwencje z duzg liczba réznic.

Niekoniecznie jest to intuicyjnie oczywiste ale wynika to ze sposobu w jaki zmieniaja
sie nici DNA w czasie.

Rozwazmy hipotetyczna ewolucje dwu sekwencji, przedstawiona na ponizszym ry-
sunku:

ATACCTGCATG
1 ATACCTGCATG ATACCTGCATG
: ATﬂGiTGCATG ATAGCTGC+TG
’ ATﬂGﬂTGCATé ATACCTGCTTG
’ ATQC*TGC&TC AéACCTGClTE
: AIQCTTGC&TC AGACETGC&TG

AGACTTGCATC AGACATGCATG

Fig. 8: Ewolucja sekwencji

Poczatkowo wyglada ona tak ATACCTGCATG.

e Dochodzi do specjacji, powstaja dwa gatunki, sekwencje sg na poczatku identy-
czne, ale dalej ewoluuja niezaleznie od siebie

o W obu sekwencjach dochodzi do mutacji (C->A, A-T).
o W lewej sekwencji ostatni nukleotyd mutuje (G->C).

e W lewej sekwencji piaty nukleotyd, ktéry juz wcezeéniej mutowal, ponownie
zmienia sie (A->T), w prawej sekwencji w drugiej pozycji takze dochodzi do
substytucji (T->G).

o W prawej sekwencji doszto do substytucji (T->A).

o W obu sekwencjach dochodzi do substytucji (T->G, C->A), zauwaz, ze w lewej
mutacji doszlo do zmiany analogicznej do tej, ktéra wydarzyta sie w sekwencji
prawej w kroku 4.
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e W sumie w obu sekwencjach doszto do o$miu substytucji. Dopasujmy teraz obie
sekwencje do siebie:

AGACTTGCATC
AGACATGCATG

Fig. 9: Poréwnanie sekwencji

o Jak widaé¢ mutacje sa widoczne w czterech pozycjach i szeSciu nukleotydach z czego
dwa mutowaly dwukrotnie.
e Zaznaczmy teraz miejsca gdzie widoczne sa roznice:

AGACTTGCATC
AGACATGCATG

Fig. 10: Poréwnanie sekwencji

e Okazuje sie, ze sekwencje roznia sie tylko w dwu miejscach, mimo ze w sumie
wydarzylto sie w nich osiem mutacji.

o Powyzszy przyklad pokazuje mechanizm ,,ukrywania si¢” mutacji.

o Poréwnujac dwie sekwencje, jesli widzimy réznice miedzy nukleotydami w danym
miejscu, nie jestedmy w stanie stwierdzi¢, czy jest ona wynikiem jednej czy wielu
mutacji.

o Co wiecej, nastepujace po sobie mutacje moga najpierw sprawi¢, ze nukleotydy beda
sie réznié a pdzniej, ze beda takie same (choé¢ niekoniecznie takie jak na poczatku).

e Im wiecej czasu uplywa i im wiecej zachodzi mutacji w badanych sekwencjach, tym
wigkszy odsetek zmian zostaje ,zatarty”.

e O ile mozemy przyjaé, ze liczba mutacji w czasie roénie w sposéb liniowy, to liczba
obserwowanych réznic ro$nie liniowo tylko na poczatku (dla malej liczby réznic) a
pbzniej coraz wolniej, poniewaz coraz wiecej zmian wydarza sie w tych samych miejs-
cach.

e Liczba réznic zmienia sig, dla sekwencji o réwnych proporcjach rodzajéow nukleotydéw,
do wartosci 3/4 liczby nukleotydéw, przy czym zmierza do tej granicy coraz wolniej.

e Trzeba tez pamicta¢ o tym, ze zasady prawdopodobienstwa wskazuja, ze dla dwu
losowo wybranych sekwencji DNA o tej samej dlugo$ci 1/4 miejsc powinna by¢ zgodna.

o Jak widaé, prosta metoda obliczania réznic miedzy sekwencjami jest zawodna.

e Konieczne zatem okazalo sie stworzenie modeli, ktore w bardziej realistyczny sposéb
pozwalatyby oszacowaé odleglosci ewolucyjne.

o Bardziej ztozone modele uwzgledniaja rézne prawdopodobienstwa réznych rodzajow
substytucji
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Model Junkes-Cantor (JC, JC69)

Najprostszy model, nazwany od nazwisk autoré6w modelem Junkesa-Cantora (w skrécie
JC, lub JC69 uwzgledniajac rok publikacji: 1969) oparty jest na zalozeniu, ze nukleotydy
mogg ulega¢ podmianie kazdy z kazdym z takim samym prawdopodobienstwem. Mozna to
przedstawié¢ za pomoca macierzy:

T C A G
T — a a «
C a — a «
A o o - «
G a a o -

Wartoéé a oznacza prawdopodobienstwo zmiany jednego nukleotydu w drugi w okreslonej
jednostce czasu na przykltad na rok. Wynika z tego, ze prawdopodobienistwo zmiany danego
nukleotydu w jakikolwiek inny nukleotyd w danym okresie czasu wynosi: r = 3«

7 kolei odleglosé miedzy dwoma sekwencjami po czasie t bedzie wynosié¢: d = 3at

Wartosci, tu oznaczone znakiem -, na przekatnych wynosza ujemna sume wartoéci w rze-
dach. W powyzszym przypadku bedzie to —3a

Model General Time Reversible (GTR)

Przyktadem zlozonego modelu jest GTR (General Time Reversible). Nazwa tego modelu
wskazuje, ze ma on charakter ogélny i zaklada odwracalno$é (substytucji) w czasie.
Odwracalno$¢é w tym przypadku oznacza, ze substytucje dla danej pary nukleotydéw
wydarzaja sie z takim samym prawdopodobienstwem w obie strony. A wiec np. szansa,
ze A zmieni sie w T jest taka sama jak mutacja T w A. Natomiast ogdlno$é¢ oznacza, ze
model uwzglednia indywidualne wartosci frekwencji poszczegdlnych nukleotydéw (m) a
takze prawdopodobienstw mutacji pomiedzy parami zasad («, 3, v, 6, €, ). Macierz dla
modelu GTR wyglada zatem tak:

T C A G

T — amc pra 7e
C anr — 0T €T
A Brp dne - e
G

YT  €ETC  NTA -

Mozna powiedzie¢, ze model GTR jest najbardziej uniwersalny z przedstawionych i pozwala
na opis ewolucji najbardziej zblizony do rzeczywistego.
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Konstruowanie drzew i szacowanie ich wiarygodnosci

Struktura drzewa filogenetycznego

e Zanim przejdziemy do algorytmoéw wykorzystywanych przy konstruowaniu drzew filo-
genetycznych, zwanych tez dendrogramami, przyjrzyjmy sie pokrétce ich podsta-
wowym formom i strukturze.

e Drzewa filogenetyczne najczesciej przedstawiane sg w dwu formach: Ukosnej i pros-
tokatnej.

A A
——B
B
C
C —_—
D ——D
E
G E E
F
G
Forma ukosna Forma prostokatna

Fig. 11: Formy drzewa filogenetycznego

e Podstawowe elementy drzewa filogenetycznego to: liscie, galezie i wezty.

o Galezie pokazuja zwiazki pomiedzy nimi. Ich dtugo$¢ moze (w zaleznosci od rodzaju
drzewa) odpowiada¢ zmianom w sekwencjach nagromadzonych podczas ewolucji.
Mozna wyrézni¢ galezie wewnetrzne prowadzace do wezléw i galezie zewnetrzne
zakonczone lisémi.

o Wezly to miejsca laczenia sie galezi - reprezentuja jednostki taksonomiczne (gatunki,
osobniki, odmiany itd.). Wezly wewnetrzne (nie bedace liSémi) reprezentuja hipote-

tycznego wspélnego przodka kladu (zob. nizej)

o LiScie sa koncowymi (terminalnymi) wezlami, odpowiadaja badanym sek-
wencjom/taksonom

e Grupa taksonéw pochodzacych od wspdlnego przodka nazywana jest kladem.

e Niekoniecznie poszczegdlne klady wyrdznia sie wizualnie na drzewie, ale jest to termin
stosowany w opisie zaleznosci filogenetycznych.
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Galaz zewnetrzna

GalgZz wewnetrzna |\ Ligé
N \ fe— LIS
Y
W —B
X
C
Korzen
\, u —
-4 Wezel _—Klad
Y -
T -x\ Y
N — E
Z
F

[G=+— Grupa zewnetrzna (outgrupa)

Fig. 12: Struktura drzewa filogenetycznego

o Wrzorzec rozgalezienia drzewa nazywany jest topologia drzewa. Drzewa o takiej
samej topologii moga mie¢ inng reprezentacje graficzna, wynikajaca np. z obracania
galezi wzgledem wezla.

e Przykladowo ponizsze dwa drzewa maja taka sama topologie mimo innego wygladu:

—D

Fig. 13: Drzewa o takiej samej topologii

e Drzewa nieukorzenione przedstawiajg wzajemne podobienstwa ale nie pozwalaja
okredli¢ w jakiej kolejnosci poszczegdlne taksony sie od siebie oddzielaty.

e Drzewa ukorzenione posiadaja wezel, ktéory odpowiada ostatniemu wspdélnemu
przodkowi badanych taksonow.
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o Czesto wyznacza sie go (jest to tzw. ,ukorzenianie drzewa”) wskazujac na grupe
zewnetrzng, zwana takze outgrupa (ang. outgroup). Jest to takson (lub grupa
taksonéw), ktéry jest dalej spokrewniony z pozostalymi badanymi, niz one miedzy
soba. Innymi stowy, oddzielit sie on najwczeéniej podczas ewolucji. Przyktadowo,
gdybyémy badali genetycznie gatunki Homo, grupa zewnetrzng mogtby by¢ szympans.

o Ukorzenianie drzewa pozwala ustali¢ kolejnosé oddzielania si¢ poszczegdlnych kladow
i lisci w toku ewolucji.

Drzewo nieukorzenione Drzewo ukorzenione

A C

Fig. 14: Drzewo nieukorzenione i ukorzenione

e Jak wczesniej wspomniatem, dlugosé galezi drzewa moze odzwierciedlaé¢ odlegltosé
ewolucyjng badanych sekwencji, wtedy drzewo nazywamy filogramem.

« Kladogram natomiast pokazuje jedynie pokrewienstwa miedzy badanymi taksonami.

o Wizualnie mozna go poznaé po tym, ze wszystkie galezie koncza sie wzdituz jednej
linii (pionowej lub poziome;j).

G G

Filogram Kladogram
Fig. 15: Filogram i kladogram
e Majac dopasowane sekwencje nukleotydéw oraz znaleziony model podstawien nukleo-
tydéw mozna przystapi¢ do konstruowania drzewa.

e Takze na tym etapie napotykamy na do$é¢ duzy wybdér metod i programéw, ktoére
stuza wyliczeniu najbardziej prawdopodobnych zwiazkéw filogenetycznych pomiedzy
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badanymi organizmami, ktére w kolejnym kroku bedzie mozna przedstawi¢ w formie
graficznej.
Najbardziej znane metody uzywane przy konstruowaniu drzew to:

— UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using arithmetic Averages)

— Metoda najblizszego sasiada (NJ - NeighborJoining)

— Metoda najwiekszej oszczednoséci (MP - Maximum Parsimony)

— Metoda najwickszej wiarygodnosci (ML - Maximum Likelihood)

— Metody bayesowskie (Bayesian Methods)
Mozemy je wykorzysta¢ w programach, ktére zazwyczaj implementuja jedna z metod,
cho¢ czesto z pewnymi modyfikacjami i dodatkami.
Naleza do nich PhyML, IQ-tree, RAXML, PHYLIP, PAUP*, mrBAYES, BEAST.
Istnieja takze ,kombajny”, jak np. MEGA, ktore pozwalaja liczyé drzewa na kilka
sposobéw.

Szacowanie wiarygodnoSci

Konstruowaniu drzew towarzyszy zazwyczaj szacowanie ich wiarygodnosci.

W wiekszosci przypadkdéw stosuje sie tu metode bootstrap (samoprébkowania) a dla
metod bayesowskich wyliczane jest prawdopodobienistwo bayesowskie.

Samoprobkowanie w podstawowej formie polega na tym, Zze po utworzeniu optymal-
nego drzewa, z zestawu dopasowanych sekwencji losuje sie kolumny zasad i tworzy sie
z nich kolejne zestawy ,sekwencji” o takiej samej dtugosci jak sekwencje wyjsciowe.

Jest to losowanie ze zwracaniem, co oznacza, ze te same kolumny moga zostaé
wylosowane wielokrotnie a inne nie pojawiaja sie w ogdle w generowanych zestawach.

Na przyklad dla przyréwnania:

0123456789
CAGTCCGATG
TAATCTGATA
TAGTTTGATA
TAGTTTGATA
TAGTTTGATA
TAGTTTGATA

mozna stworzy¢ m. in. takie pseudosekwencje:

1735320955 8327248441
AATCTGCGCC TTGAGCTCCA
AATTTATATT TTAAACTCCA
AATTTGTATT TTGAGTTTTA
AATTTGTATT TTGAGTTTTA
AATTTGTATT TTGAGTTTTA
AATTTGTATT TTGAGTTTTA
itd...

e Dla kazdego ,pseudoprzyrownania” liczone jest drzewo w taki sam sposéb jak

drzewo gtéwne, a nastepnie sprawdzana jest obecnos¢ poszczegdlnych kladow na obu
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drzewach.

e Kazdemu kladowi, ktéry wystepuje na drzewie oryginalnym i wygenerowanym w pro-
cesie samoprobkowania przypisywany jest punkt.

e Im wieksza suma punktéw, tym dany klad na drzewie jest bardziej wiarygodny.

o Wartodci bootstrap przedstawia sie zwykle w zakresie wartosci 0-100, przy weztach,
co odpowiada procentowi wygenerowanych drzew w ktérych wystepowatl dany klad.

e Liczba bootstrapow, ktory jest zazwyczaj jednym z parametréw ustawianych w pro-
gramach generujacych drzewa, powinna wynosi¢ minimum 100 a najlepiej osiagaé
1000-2000.

e Poniewaz dla kazdego zestawu pseudosekwencji generowane jest drzewo, w zaleznosci
od stosowanej metody, proces samoprébkowania moze zaja¢ mniej lub wiecej czasu.

e Im metoda bardziej wymagajaca obliczeniowo, tym wartosci bootstrap beda liczone
dtuzej.

Format Newick 1 wartosci dodatkowe na drzewie

e Po zakoniczeniu obliczen otrzymujemy wynik zazwyczaj w formie pliku tekstowego,
ktory jest sformatowany w taki sposob, ze zawiera informacje na temat relacji
pomiedzy badanymi taksonami a takze inne parametry drzew (np. wartosci
bootstap).

e Ponizej znajduje sie przykladowy plik kladogramu zapisanego w formacie newick.
(C((, ((C,D),(E,F))),G),(H,I)),A);

e Po przeksztalceniu go w forme graficzng uzyskujemy taki obraz:

|

> T I G0 mmQg 0w

Fig. 16: Kladogram prosty

e Poréwnujac powyzszy plik w formacie newick z kladogramem mozna zrozumieé zasade
kodowania informacji w pierwszym z nich.

e W parze nawiaséw zamykane si¢ taksony nalezacego do wspdlnego kladu.

e« W formacie newick mozna tez zapisa¢ inne dane, na przykiad dotyczace dlugosci
galezi i wartosci bootstrapu:

(A:0.0611905636, ((B:0.0271634370, ((C:0.0024799833,D:0.0082762103)100:0.011585,

20



0.031 A

0.031

Tree scale: 0.01

Fig. 17: Dendrogram z oznaczeniami

(E:0.0047747513,F:0.0060564542)81:0.002943)54:0.002522)95:0.009753,
G:0.0145402289)100:0.073576, (H:0.0374628169,1:0.0498809623)100:0.157039) ;

e Ponizej znajduje si¢ odpowiedni dendrogram:

o Na zielono zaznaczono dlugosci galezi (odpowiadajace liczbie mutacji na miejsce),
zaokraglone do trzech miejsc po przecinku.

e Na czerwono wartosci bootstrap.

W lewym dolnym rogu wida¢ skale drzewa, ktéra mozna odnie$¢ do dlugosci gatezi

(zwlaszcza gdy ich wartosci nie sa zaznaczone).

Wizualizacja drzew

e Forma graficzna drzewa filogenetycznego jest znacznie bardziej przejrzysta dla
czlowieka niz prezentowany powyzej zapis tekstowy.

o Pozwala tatwo uchwyci¢ pokrewienstwa i odlegtosci ewolucyjne pomiedzy badanymi
organizmami, choé¢ ich prawidtowe odczytanie wymaga jednak nieco wiedzy i wprawy.

e Trzeba pamietaé, ze opierajac sie na tych samych danych, mozna utworzyé¢ bardzo
réznie wygladajace drzewa.

e Ponizej znajduje sie zawartosé¢ pliku w formacie newick opisujaca drzewo i kilka
przykladéw je przedstawic:

((((B:0.027163437, ((C:0.0024799833,D:0.00827621) :0.011585,
(E:0.004774751,F:0.006056454) :0.002943) :0.002522) :0.009753,G:0.014540229) : 0.073576,
(H:0.037462816,1:0.049880963) :0.157039) :0.003059528,A:0.058131035) ;
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e Nie ma ,najlepszej” formy drzewa.

o To jakiej nalezy uzy¢, zalezy od tego co i w jaki sposdb chcemy pokazaé, liczby danych,
rodzaju odbiorcy itp.

e W pewnych sytuacjach najlepiej sprawdzi si¢ forma drzewa ,prostokatnego’w innej
drzewo ,okragle”.

Horyzontalny Transfer Genéw (HGT)

Czym jest HGT?

o Horyzontalny transfer genéw (ang. Horizontal Gene Transfer - HGT) czasem zwany
takze poziomym transferem genéw (ang. Lateral Gene Transfer - LGT) to proces
przenoszenia materialu genetycznego pomiedzy organizmami w inny sposéb niz rodzic-
potomek (pionowy transfer genéw, ang vertical gene transfer - VGT).

U jakich organizmoéow wystepuje HGT?

o Zjawisko po raz pierwszy odkryto w 1951 r. u maczugowca blonicy (Corynebacterium
diphtheriae). Zauwazono, ze odpowiedzialny za patogenno$é¢ gen pochodzenia wiru-
sowego tox moze przenosi¢ sie od bakterii patogennych do niepatogennych.

e W 1959 wykazano, ze ta droga moga si¢ przenosi¢ bakteryjne geny odpowiedzialne za
odpornoéé¢ na antybiotyki

e Kolejne badania wskazaly na duza role HGT w wymianie materialu genetycznego u
prokariontéw. Kluczows role odgrywaja w tej grupie organizméw takie procesy jak
koniugacja, transdukcja i transformacja.

o Wykazano takze, znaczny wptyw HGT na ewolucje eukariontow.

e Przede wszystkim zwraca sie uwage na role tego proceséw u protistow.
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e Obserwuje sie je jednak u pozostatych grup Fucaryota i kolejne badania wskazuja na
istotna role w ewolucji tej grupy organizméw.

Pomiedzy jakimi organizmami wystepuje HGT?

o« W przeciwienstwie do przenoszenia genéw droga krzyzowania miedzygatunkowego,
ktore ograniczone sg do blisko spokrewnionych organizméw, wydaje sie, ze nie ma
wyraznych granic taksonomicznych dla HGT.

e Znane sy transfery pomiedzy réznymi gatunkami bakteriami czy ro$lin, ale takze
pomiedzy bakteriami i grzybami, bakteriami i roélinami, bakteriami i zwierzetami,
grzybami i zwierzetami czy grzybami i rodlinami.

o Wydaje sie zatem, ze nie istnieja zadne bariery genetyczne ,,zakazujace” przenoszenia
sie materialu genetycznego pomiedzy nawet odleglymi ewolucyjnie organizmami.

e Dalsze rozwazania beda dotyczy¢ przede wszystkim roslin

W jaki sposéb przenosza sie sekwencje DNA?

e Mechanizmy odpowiedzialne za HGT nie sa dostatecznie wyjasnione.

o Zwykle wskazuje sie na:

— Przenoszenie kwaséw nukleinowych przez posérednikéw takich jak wirusy, bak-
terie, grzyby

— Transpozony

— Bezposrednie pobieranie kwaséw nukleinowych (zwlaszcza w ukladach pasozyt-
zywiciel)

o Teoretycznie material genetyczny moze przenosi¢ sie za pomoca fragmentéw DNA
lub poprzez mRNA | ktére nastepnie dzigki odwrotnej transkypcji mégtby z powrotem
zostaé przeksztalcony w DNA

o Badania wskazuja raczej na ta pierwsza mozliwosc.

HGT u eukariontow

o Uwaza sig, ze procesowi HGT sprzyja dlugotrwaly fizyczny kontakt pomiedzy orga-
nizmami

o Taka sytuacja moze dotyczy¢ np:

Endosymbiontow

— Ukladow pasozyt-zywiciel

— Szczepien

Wchlaniania jednych organizméw przez inne (pierwotniaki)

Jesli przeniesione sekwencje DNA maja by¢ przekazane nastepnym pokoleniom,

musza przedostac sie do linii generatywnej (o ile organizm nie rozmnaza sie bezpl-

ciowo) totez skutecznemu HGT sprzyja fizyczna komérek rozrodezych i symbion-

tow lub ich kontakt ze §rodowiskiem zewnetrznym

HGT w mitochondriach

e Mitochondria wydaja si¢ by¢ szczegdlnie predysponowane do horyzontalnego transferu
genéw:
— Posiadaja mechanizmy pobierania DNA i RNA z otoczenia.
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Czesto ulegaja fuzji.

— Rodlinne mitochondria maja system rekombinacji homologicznej.

— Ich genomy maja strukture dynamiczng i ulegaja rearanzacjom

— Genomy mitochondriéw roslinnych zawieraja kilkadziesiat genéw

Pomiedzy genami znajduja sie niekodujace odcinki w ktére moze sie wbudowywaé
obce DNA.

U okrytonasiennych obce mtDNA zwykle pochodzi od mitochondriéw innych okry-
tonasiennych ale znajduje sie takze geny mchéw czy glonéw.

HGT w jadrach komérkowych i plastydach

W jadrach komérek roélin okrytonasiennych znaleziono takze wiele sladéw HGT
Dotycza one gendéw jadrowych a takze transpozonéw

Ciekawym przypadkiem jest pasozytnicza rolina Rafflesia cattlei, u ktorej znaleziono
ponad 30 genéw przeniesionych od zywiciela. Przynajmniej niektére sa funkcjonalne.
Plastydy uwazane sa za bardzo odporne na takie procesy jak HGT czy IGT (zob.
dalej).

Obce sekwencje plastydowe, znajduje sie raczej w innych genomach komorki - mito-
chondrialnym lub jadrowym

Transfer pomiedzy genomami wewnatrz komoérki

Fragmenty DNA moga przenosié sie z jadra komérkowego jednego organizmu do jadra
komoérkowego innego organizmu.

Proces ten moze takze przebiega¢ pomiedzy wszystkimi elementami komérki zawiera-
jacymi materiat genetyczny: jadrem, mitochondriami i plastydami.

Przenoszenie fragmentéw DNA pomiedzy genomami wewnatrz komoérki nazywamy
miedzygenomowym transferem genéw (ang. Intergenomic Gene Transfer - IGT)
Trzeba pamietac, ze genomy mitochondriéw i plastydéw maja charakter prokarioty-
czny a jadra (niejako z definicji) eukariotyczny.

Mitochondria wiekszosci zbadanych roslin nasiennych zawieraja sekwencje jadrowe i
plastydowe.

Geny mitochondrialne znajduje sie takze w plastydach, ale rzadko. Réznica wynika
prawdopodobnie z tego, ze mitochondria, w przeciwienstwie do plastydéw, maja efek-
tywne mechanizmy pobierania obcego DNA.

W jadrach znaleziono wiele genéw pochodzenia mitochondrialnego. W takich przy-
padkach nastepuje konwersja genéw prokariotycznych w eukariotyczne co wigze sie m.
in. z tym, ze podlegaja rekombinacji przy rozmnazaniu ptciowym. Przypuszczalnie w
tego typu IGT bierze udziat RNA jako posrednik.

Znaczenie HGT w ewolucji roslin

Dotychczasowe badania wskazuja na duza role HGT w ewolucji eukariontéw

Slady tego procesu znajduje sie we wszystkich duzych grupach organizméw

Odegratl takze wazna role w ewolucji roslin

Przyktadowo, procesowi przeksztalcania sie wewnatrzkomérkowego prokariotycznego
endosymbiontu w chloroplast towarzyszyt transfer kilkudziesigciu genéw z chlamydii
- ktore w tym czasie takze prawdopodobnie byly endosymbiontami komérek eukario-
tycznych.
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Uwaza sie, ze geny pobrane od réznych organizmméw mialy istotna role w nabywaniu
wielu waznych cech umozliwiajacych m. in. adaptacje roslin do nowych i ekstremal-
nych warunkéw, efektywne reakcje na stress, wydajniejsza naprawe DNA, degradacje
celulozy czy rozwdj tkanek przewodzacych.

Rosliny pasozytnicze

Roéliny pasozytnicze sa dobrym kandydatem na organizmy pobierajace obce DNA,
poniewaz bezposrednio sg potaczone z zywicielem i pobieraja od niego sktadniki odzy-
wcze.

Potaczenie odbywa sie przez haustorium - strukture ktora wnika w tkanki korzenia
lub pedu gospodarza i pobiera wode, sole mineralne i inne sktadniki odzywcze.
Wyrdznia sie¢ dwie podstawowe kategorie pasozytow:

— hemipasozyty (polpasozyty) - zdolne do prowadzenia wlasnej fotosyntezy, pobier-
ajace od zywiciela gléwnie wode i sole mineralne (np. jemiota ( Viscum), szeleznik
(Rhinanthus))

— holopasozyty - niezdolne do fotosyntezy, pobieraja od zywiciela takze cukry i
inne skladniki odzywcze (np. zaraza (Orobanche), kanianka (Cuscuta))

Bardziej oczywistymi kandydatami na HGT wydaja si¢ by¢ oczywidcie holopasozyty

HGT u roslin pasozytniczych

Rzeczywiscie, badania wskazuja, na stosunkowo liczne przypadki HGT w relacjach
pasozyt-zywiciel

Sa wigc dobrym modelem do badania tego procesu.

Przy czym znajduje sie nie tylko sekwencje przeniesione od zywiciela do pasozyta ale
takze od pasozyta do zywiciela.

Nie jest zaskoczeniem, ze gltéwnie dotycza one sekwencji mitochondrialnych, ale takze
znajduje sie geny jadrowe i plastydowe

Szacuje si¢, ze u Raflesiaceae nawet ok 40% genéw mitochondrialnych wykazuje §lady
HGT

Wykrywanie HGT

HGT wykrywa si¢ gltéwnie droga znajdywania niezgodnosci na drzewach filogenety-
cznych.

Poréwnuje sie drzewo, ktére przedstawia ,prawidlowe” relacje filogenetyczne z
drzewem sporzadzonym dla badanej sekwencji.

Jesli wystepuja niezgodnoéci, moga one $wiadczy¢ o transferze gendw.

Polozenie badanej sekwencji na drzewie filogenetycznym moze wskazywaé na zrédio
obcej sekwencji,

Na przyktad sekwencja pobrana od pasozyta moze wykazywaé bliskie podobienstwo
do sekwencji zywiciela

Wtedy mozna przypuszczaé, ze zostala pobrana od zywiciela i zostala wbudowana w
genom pasozyta.
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Fig. 18: Orobanche flava

Nasze badania - transfer atp6 u Orobanchaceae

Orobanchaceae

e Rodzina Orobanchaceae jest najliczniejsza pod wzgledem pasozytow. Zawiera 90
rodzajow i 2060 gatunkéw obejmujacych autotrofy, hemipasozyty oraz holopasozyty.

e Zatem stanowi dobry model do badan na pasozytnictwem na réznych etapach jego
rozwoju ewolucyjnego

o Uwaza sie, ze pélpasozytnictwo w tej rodzinie wyewoluowalo raz, natomiast holopa-
sozytnictwo kilkukrotnie. Najliczniejszymi holopasozytniczymi rodzinami, sa blisko
spokrewnione Orobanche i Phelipanche zawierajace ok. 150-200 gatunkow

HGT u Orobanchaceae

e Chociaz Orobanchaceae wydaje sie by¢ idealnym kandydatem do badan nad HGT, sto-
sunkowo niewiele doniesienn na ten temat mozna znalezé w literaturze. Opublikowano
HGT zaledwie w przypadku kilku genéw, w tym zaledwie jeden dotyczacy genu mito-
chondrialnego i to znalezionego u zywiciela a nie u pasozyta.

o Nasze badania polegaly na sprawdzeniu czy w sekwencjach genéw mitochondrialnych
nie ma $ladéw HGT

o Jako referencyjne drzewo filogenetyczne uzywalidémy sekwencji trnL-trnF, odzwiercied-
lajacych ,wtaéciwe” relacje filogenetyczne Na drzewach znalazty sie sekwencje réznych
gatunkéw Orobanche i Phelipanche a takze sekwencje wybranych gatunkéw z innych
grup roélin, wiaczajac zywicieli lub ich krewniakéw.

o W przypadku genu atp6 udat si¢ uzyskaé¢ sygnal wskazujacy na HGT tego genu.
Badanie calej sekwencji wskazalo na transfer atp6 u Orobanche coerulescens
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AY 743457 Magnolia kobus
KU238877 Peucedanum cervaria
KU238878 Centaurea scabiosa
GU818008 Helianthus tuberosu
JX073793 Artemisia campestris
GU323356 Solanum villasum
AY575533 Mimulus guttatus
KX524675 Lindenbergia sinaica
KU238868 P, arenaria
KUZ3BETO0 P. ramosa
OL— Kkuz3ser2 P. bohemica
KU238871 O. gracilis Austria
— KP641335 O. grenieri

— KUZ238874 O. cernua

— |KU238875 O. coerulescens
1.000 m’j[— KU238864 O. coerulescens
09601 | k238865 0. coerulescens

trnL-trnF

KCBT9635 Magnolia stellata
KU180475 Peucedanum cervaria
AF095276 Solanum tuberosum
X82388 Helianthus annuus
KU180476 Centaurea scabiosa
KU180471 Artemisia campestris
KU180481 O. coerulescens
KU180462 O. coerulescens
KU180473 O. coerulescens
KX524674 Lindenbergia sinaica
JN098455 Mimulus guttatus
U180468 P. bohemica
KU180484 P. arenaria
KU180466 P. ramosa
KU180467 O. gracilis Austria
KU180472 O. cernua
1,000 ! KU180474 O. grenieri

KU180469 O. alba subsp. alba

KU180465 O. caryophyllacea
t 6 o 516 KU180483 O. picridis
d p 0.933 \KU180470 . elatior

Fig. 19: HGT u O. coerulescens

Asteraceae

1.000] KU238873 O. alba subsp. alba
KU238866 O. elatior
KU238867 O. picridis

e Dalej przyjrzelismy sie blizej sekwencjom badajac ktore nukleotydy zostaly przenie-
sione a ktére nie:

KC879635 Magnolia stellata TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTTTATTTCATAGGAGATCCTG 550
KU180475 Peucedanum cervaria TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTATATTTCATAGGAGATCTGG 550
AF095276 Solanum tuberosum TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTCTATTTCATAGGGGATCTTG 550
KU180476 Centaurea scabiosa TTGGACTATGCTATGTATGAATGATATTTTTTATTTTATAGGGGATCTTG 550
Kul80471 Artemisia campestris TTGGACTATGCTATGTATGAATGATATTTTGTTTTTTATAGGGGATCTTG 550
X82388 Helianthus annuus TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTGTATTTTATAGGGGATCTTG 550
KU180464 P. arenaria TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTTTATTTCATAGGAGATCTTG 550
KU180466 P. ramosa TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTTTATTTCATAGGAGATCTTG 550
Kul80468 P. bohemica TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTTTATTTCATAGGAGATCTTG 550
KU180461 0. coerulescens TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTGTATTTTATAGGGGATCTTG 550
KUu180462 0. coerulescens TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTGTATTTTATAGGGGATCTTG 550
KUu180473 0. coerulescens TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTGTATTTTATAGGGGATCTTG 550
KUu180463 0. picridis TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTATATTTCATAGGGGATCCTG 550
Ku180465 0. caryophyllacea TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTCTATTTCATAGGGGATCCTG 550
KU180467 0. gracilis Austria TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTCTATTTCATAGGGGATCCTG 550
KUu180469 0. alba subsp. alba TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTCTATTTCATAGGGGATCCTG 550
KUu180470 0. eliator TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTATATTTCATAGGGGATCCTG 550
KU180472 0. cernua TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTCTATTTCATAGGGGATCCTG 550
Kul80474 0. grenieri TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTCTATTTCATAGGGGATCCTG 550
KX524674 Lindenbergia sinaica TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTCTATTTCATAGGGGATCCTG 550
JNE98455 Mimulus guttatus TTGGACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTCTATTTCATAGGGGATCCTG 550

khkkkkhkkkhkkkk kA kkhkkhkdkkdkhdkk *kk*k % Hkk kkdkhkdk wkokk

...-548

Fig. 20: Badanie sekwencji

e Takie podejécie przyniosto ciekawe rezultaty, okazal sie bowiem, ze Slad HGT wys-
tepuje takze u Phelipanche, ze sa to najprawdopodobniej dwa rézne transfery i w
dodatku dotycza réznych fragmentéw atp6
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KCBT9635 Magnolia stellata

KU180475 Peucedanum cervaria
AF095276 Solanum tuberosum

£~ %82388 Helianthus annuus

KU180461 O. coerulescens

000}

KU180462 O. coerulescens

i
Al

- KU180473 O. coerulescens

— KU180476 Centaurea scabiosa

- KU180471 Artemisia I i

KX524674 Lindenbergia sinaica
JHO9BA5S Mimulus guttatus

,—pfmsmsq P. arenaria

KU180466 P. ramosa

1.000]
|—— KU180468 P. bohemica

KU180465 O. caryophyllacea

KU1B0467 O. gracilis Austria
- KU180463 O. picridis

—
0.998|0.820{ 11180470 O. elatior

- KU180468 O. alba subsp. alba

KU180472 O. cernua

0.870|
[—KEU180474 0. grenieri

Orobanche s.l. Asteraceae

KCBT9635 M lia stallata

0.657

0.931

KU180475 Peucadanum cervaria

AFD95276 Solanum tuberosum
KU180476 Centaurea scabiosa

1.000

779

1.000]

0. 765]

Fig. 21: HGT u Orobanche i Phelipanche

KU1B0468 P. bohemica

X82388 Heli annuus

KU180471 Artemisia campestris

— |KU180464 P. arenaria
KU180466 P. ramosa

JNOSB455 Mimulus guttatus
KX524674 Lindenbergia sinaica
KU180463 O. picridis
KU1B80465 O. caryophyllacea
KU1B046T O. gracilis Austria
KU180462 O. alba subsp. alba
KU180470 Q. elatior
KU180472 O. cernua
KU180474 O. grenier|
KU180461 O. coerulescens
KU180462 O. coerulescens

. coerulescens

Orobanche s.l. Asteraceae

e HGT1 - wydarzy! si¢ stosunkowo niedawno, nie ma go u pokrewnych gatunkéw. atp6
w tym przypadku ma charakter hybrydowy - sklada sie z fragmentéw ,,oryginalnych”
i przeniesionych od gospodarza.
e HGT?2 - wydarzyt sie dawno, u wspdlnego przodka badanych Phelipanche. Obejmuje
koncowy fragment genu, nie wiadomo jak daleko sigga.
e Prowadzimy dalsze badania transferéw.
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