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III

prvni fylogeneticky
strom?

e Charles Darwin (1809 — 1882) — na zakladé fosilniho
Zaznamu

Kde ,vyrost

DarwinGv denik — 1837, http://www.icr.org/article/darwins-evolutionary-tree-annihilated/ N Ya

* Schéma vysvétlujici zakladni princip biologické evoluce z Darwinovy knihy O plvodu druh...

* Evoluce (presnéji biologicka evoluce) je dlouhodoby a samovolny proces, v jehoz prabéhu se
rozviji a diverzifikuje pozemsky Zivot...



Fylogeneticky strom

grafické zndzornéni pribuzenskych vztaht mezi riznymi
taxonomickymi jednotkami, o nichz |ze predpokladat, ze maji
spolec¢ného predka

Pribuzenské vztahy se zde posuzuji na zakladé morfologické
Ci genetické podobnosti

Misto taxonomickych jednotek mohou v nékterych stromech
vystupovat primo jednotlivé biologické druhy nebo i
jednotlivé geny

V zavislosti na typu fylogenetického stromu mUzZe délka hrany
udavat dobu vyvoje nebo miru podobnosti mezi prislusnymi
taxonomickymi jednotkami

Pti tvorbé fylogenetickych stromU se vychazi z idajl o
podobnosti mezi jednotlivymi taxonomickymi jednotkami

Vychazi ze sekvenci bazi v genomech jednotlivych
biologickych druh, pfipadné Ize pouzit i informace o
prislusnych aminokyselinovych a proteinovych produktech

Na zakladé téchto dat je mozné urcit genetické vzdalenosti
mezi jednotlivymi dvojicemi taxonomickych jednotek
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* Nezakorenény strom - znazornuje vztahy mezi taxonomickymi jednotkami, aniz by
specifikoval jejich spole¢ného predka...

» Zakorenény fylogeneticky strom je strom, u kterého byl jeden z vnitfnich vrcholl oznacen
jako koren -reprezentuje spole¢ného predchuidce vSech taxonomickych jednotek
zndzornénych stromem...

Ze zakorenéného stromu je mozné kdykoliv zkonstruovat nezakorenény strom pouhym
zrusenim oznaceni korene, opacny postup je mozny pouze s dodatecnymi informacemi o
pribéhu evoluce...
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Popis fylogenetického stromu

Very Crude Phylogeny of Really Smart Animals
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Vztahy kladu

Monophyly (Simiiformes)

Pacaphyly (Prosimil)

taxony monofyletické s jedinym spolecnym predkem a zahrnuijici [
vSechny jeho potomky, zakladnim pozadavkem na prirozené
biologické taxony e SR

polyfyletické bez blizkého spole¢ného predka

parafyletické, nezahrnujici vSechny potomky spole¢ného predka

Monopiyty
I Paragityty

W Poryprnyty

"':'Amniota
\\ ///
N
\ Tetrapoda Sy s v _— . o
\/ Zluté znazornéna monofyleticka skupina, zahrnuijici
/) , v . s vy o
P 4 Vertebrata plazy a ptaky, tyrkysové parafyleticka tfida plazli a

cervené polyfyleticka skupina teplokrevnych,
zahrnujici mimo jiné i ptaky.



Fundamentalni podstata fylogenetiky

Bodové mutace — tranzice ,zména purinu na purin nebo pyrimidinu na pyrimidin (C> T, T>C,A-> G, G > A)

. transverze, zména purinu na pyrimidin nebo naopak (A>T, T>A,C>A A->C G>TT->G,G>C C~>
G)

. delece (ztrata nukleotidu)

. inzerce (vloZeni nukleotidu)

Teorie neutralni evoluce — Kimura (1968)

Vsve

* evoluce vétsiny genl je zapficinéna fixaci neutralnich mutaci (Kimura, 1983). Adaptivni mutace, prestoze se
vyskytuji s velice malou ¢etnosti, se mohou na evoluci genovych sekvenci rovnéz vyraznou mérou podilet,
protoZe jsou fixovany nejen plsobenim ndhodného genetického driftu, ale i pfimé pozitivni selekce na
urovni protein(l. (Endo et al., 1996)

Pfedpoklad homologie gen(

*  Historickda homologie— ortologie kdy se stejny znak u nékolika druht odvozuje ze spole¢ného predka

*  x biologicka hom. paralogie, kdy existuji dva homologické znaky na jednom jedinci: prikladem jsou hmyzi
tykadlo a hmyzi noha, které se vyvinuly ze stejného zdkladu

Podobnosti mezi
pirednimi konéetinami
ruznych organizmu

* homoplasie — konvergentni evoluce
*  podobnosti v sekvencich Ci tvarech nebo v jejich Zivotni historii, coz

0
Lidska ()
ruka

ale nelze vysvétlit z jejich rodokmenu - podobnosti v sekvenci Ci strukture,

g Koncetina
L Zaby

kterou naprosto nelze oznacit za dlisledek plvodu ze spole¢ného predka
- podobnosti, které jdou napfic¢ vyvojovymi stromy Zivota
Obrazek 2



Multiple Sequence alignment- usporadani do sloupcl

Presny vypocet vzdalenosti mezi dvojicemi tax.jednotek vyZzaduje nejprve vhodné zarovnani
porovnavanych DNA sekvenci — tzv. aligning

vypocetné velmi obtiznou Ulohu v praxi se proto pouziva cela fada heuristickych metod, které
jsou schopny nalézt alespon suboptimalni reSeni v pfijatelném case. ..

U zarovnanych sekvenci je mozné urcit vzdalenost napriklad na zdkladé procenta odliSnych bazi
mezi sekvencemi. ..

Sofistikovanéjsi metody se pokouseji odhadnout pocet mutaci, které jsou zapotrebi pro
prechod od jedné sekvence k druhé

. m M5: Alignment Explerer (rbcl 3.mas)

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
. g Bvi D e =@ W e

Pojem heuristicky File

algoritmus se obvykle
pouziva pro algoritmy,
které neposkytu;ji
(matematické) zaruky

kvality fesent, pfipadné -

DNA Sequences |Trans|ated Protein Sequences |
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1. Gloeobacter violaceus PCC 7421
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- BBO65004Acaryochloris marina

- X57359P _hollandica

. A¥2215195ynechococcus sp. C3

. B¥2Z21517Synechococcus sp. GHZ

- LBE95370 Uncultured bacterium ORU11
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& 10. HQBT77052Uncultured bacterium clone BFL-fl-otuf
kdy neVImeI Zda 11. FM3555225Leptolyngbya laminosa ETS-08
1Z. BAB505111Uncultured organism ozel5L5Z

heuristika uspéje. 13. DI1353895¥YCREPC Synechococcus sp.

14. RBZ37438Thermosynechococcus vulcanus
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Multiple Sequence alignment algoritmy

Progressive alighment construction — ClustalW

— Fylogeneticky strom pro presnéjsi vyhledani podobnych sekvenci

Iterative method — Muscle

— Podobné, ale je mozné se vratit zpét a alignment score vylepsit
HMM — Hidden Markov Chain
— Pravdépodobnostni metoda, prifrazovani mezeram a kombinacim bazi

cclilc [ olceeea cclic gl CEE -
: ea Gsl 1 s ccc -lclice
ol - [ cecc --lecg
C - q - --- o
C- € E -~ -
- GG cccc 00~

pravdépodobnosti

Alcedo
Momotus
Todus

&: Brachypteracias

Coracias

a)

89

Capito
Megalaima
Dryocopus
Indicator
Bucorvus
Tockus
Phoeniculus
Upupa

l Trogon

Colius

Tyto
Cathartes
Pandion

To outgroups
(5 representatives shown)

b)

Coua

Coccyzus
Phaenicophaeus
Cuculus
Geococcyx
Crotophaga

Grus

Rallus

Choriotis
Tauraco

To outgroups
(4 representative shown)

424 additional insertion sites not shown =¥



Metody konstrukce fylogenetickych stromu

* Tyto metody vychazeji z matice distanci, ktera udava vzajemné vzdalenosti
mezi vsemi dvojicemi taxonomickych jednotek, pro které konstruujeme
fylogeneticky strom

e Jako vzdalenost se v tomto pripadé pouziva genetickou vzdalenost...

UPGMA

Neigbor joining
Maximum parsimony
Maximum likehood
Molekularni hodiny



UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean)

ktera vznikla jako posledni, je jeho kofenem .

http://www.southampton.ac.uk/~relu06/teaching/upgma/

UPGMA, zjednodusené Shlukovaci analyza, je nejjednodussi algoritmickou metodou konstrukce
fylogenetického stromu. Postup je nasleduijici:

Nalézt v distanéni matici nejmensi hodnotu (odpovida dvojici taxonomickych jednotek, které
maji k sobé nejblize)

Prislusné taxonomické jednotky sloucit do jedné skupiny a spocitat vzdalenost této nové skupiny
ke vSem ostatnim taxonomickym jednotkam

Vzddlenost taxonomické jednotky T k této nové skupiné S se spocita jako aritmeticky primér
vzdalenosti mezi jednotkou T a vSemi prvky skupiny S

Skupinu S Ize dale povazovat za hypotetickou taxonomickou jednotku
Pokud mame k dispozici vice nez jednu taxonomickou jednotku, opakovat postup od 1. kroku

Znazornime-li graficky postup shlukovani v priibéhu popsaného algoritmu, ziskdme pozadovany
fy|0genetlck\'/ strom : V"’_“"’“”‘" $c)thI1£1hj|>‘t‘o|1

Hypoteticka taxonomicka jednotka,

Primates

Man Monkey Dog Tuna Moth

T
oo
[ r=]

The UPGMA tree based on
this Cytochrome C data
supports the known
evolutionary relationships of
these organisms.

T 6.25

T T 8.25

Man| Tuna | Moth |MonkeyDog
B c | E F G

Man 19
Tuna 27 31
R T L s
Moth | 33 {36 a1 | 31 i
Monkey| 18 | 1 | 32 | 17 | 35 |
Dog | 13 |13 | 29 | 14 28 | 12 . L 17.0




Neighbor joining

Neighbor-joining A c B . ¢

* Na zacatku se vytvori jeden hvézdicovy ‘ . .
strom, kde je jeden vnitrni vrchol, a vSechny .
resené taxonomické jednotky jsou y . ) a

reprezentovany pomoci listd

* Tento strom se postupné rozklada
shlukovanim nejblizsSich taxonomickych
jednotek tak, aby se v kazdém kroku co
mozna nejvice zmensila celkova délka
stromu.

e Délka véetvi ma informativni charakter

e star like” inicidlni strom - nody se sbihaji na
zakladé podobnosti

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Neighbor-
joining_7 taxa_start_to_finish.png



Maximum parsimony

Nejmensi pocet zmén nejlépe vysvétluje data

— (Ockhamova britva, 14. stoleti) Pluralitas non est ponenda sine necessitate. tj. MinoZstvi (t].
ddvodu, pfi¢in) se nemad doklddat, neni-li to nezbytné.
— Pokud pro néjaky jev existuje vicero vysvétleni, je lépe uprednostnovat to nejméné komplikované..
— Pokud néjaka cdst teorie neni pro dosaZeni vysledkt nezbytnd, do teorie nepatri.
Vytvoreni stromU a vypocitani skdre — jak moc je strom parsimonni, vybrano maximalné
parsimonni strom — nejlepsi skore

Analyzovany jsou jednotlivé zmény v alignmentu NE distancni matrix

Maximalni parsimonie

Metoda maximalni parsimonie se snazi nalézt TG 1 }1_<3 AG

takovy fylogeneticky strom, ktery vyzaduje co TA 2 4AA 4 zmény
nejmensi mnozstvi evolucnich udalosti, ke

kterym by muselo dojit, pokud by tento strom TG 1 \ r2 TA v
odpovidal priibéhu evoluce. V nékterych AG 3 4AA > zmen
pripadech se pti hodnocenistrom( prifazuje

jednotlivym evoluénim udélostem réizna vaha, TGO 14 12 TA 6 zmeén

napriklad je-li znamo, Ze nékteré nukleotidy i
aminokyseliny mutuji snaze ¢i hlife nez ostatni.

AA 4" ‘3AG



Substitucni modely

£~ > _ i
Yang & Rannala (2012)

Nature Reviews | Genetics

Sila Sipky oznacuje vyznamnost substituce



Maximum likelihood

vychazi ze statistickych metod a aposteriorni pravdépodobnosti

Snazi se odhadnout, jaka je pravdépodobnost, ze plati statisticka hypotéza predstavovana
konkrétnim fylogenetickym stromem pro data, ktera mame k dispozici.

Metoda vyzaduje substitucni model, na zakladé kterého urcujeme pravdépodobnost jednotlivych

evoluénich zmén (mutaci).

Strom, ktery pro vysvétleni dostupnych fylogenetickych dat potrebuje téchto zmén vice, bude mit
mensi vérohodnost nez strom, ktery si vysta¢i s mensim poctem zmén

Mimo toho si vSimame i délek jednotlivych vétvi.

Kazdé misto v alignmentu — urcita pravdépodobnost, podle modelu
Totalni pravdépodobnost je produktem mistnich
Vysledny strom je takovy, ktery ma nejvétsi pravdépodobnost k daném substitu¢nim modelu

V priibéhu analyzy pfevraceni vétvi stromu a hledani maximum likelihood — swapovaci
algoritmus



Molekularni hodiny

Molecular clock hypothesis — Zuckerkandl, Pauling (1962) a dalsi
Mutace v DNA probihaji konstantné v Case
Predpoklad neutrdlni evoluce — Kimura (1968)

Pocet mutaci/casova jednotka, konstrukce fylogenetického stromu, odhad
divergence druht
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Statistickeé testy
Bootstrapping

— Jednotlivé sloupce alignmentu jsou ,resamplovany” (pocet opakovani,
obvykle vice nez 100) nahodné — nékteré mohou byt vynechany

— Konstrukce stromu

— Zastoupeni nod( pri jednotlivych opakovani — bootstrapp (0-100)
vyznamné — nad 50 (70)

V eV /

— Nejbéznéjsi

Jackknifing -probiha analyza postupné jednotlivych ¢asti datasetu bez
vynechani | |
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01007100100 ———— Nodosilinea bijugara sp. KOVACIK1986/5a; EU528669
Gloeobacter violaceus PCC 8105; AF132791
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78r 434P KC952040 (2)
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— Uncultured Methanosaeta sp. (AY625582.1)
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414P KF156780
127H KF156679 (2) Methanosarcinales
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roots of rice (AM746916.1)

4100? Uncultured Methanoplasmatales archeon (JX266126.1)

Meromictic crater lake (GQ390099.1)

86 Meromictic crater lake (EU980441.1) Methanoplasmatales
Methanopyrus kandleri (AF414042)
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Fylogeneticka sit

Pro rekonstrukci evoluce bez bifurkace, kterou predpoklada fylogeneticky
strom

Rekombinace, hybridizace, transfer gend
Hlavné — viry, bakterie, nékteré rostliny

S

222
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monkiy wonkey
fish-Frog

//\hwn '{’dy

& Sumian monkey squrrvel




Fylogeneticka sit

SLS5, SL1, 831,
525,544, S5, 1L4; E

205-3F. AF363938; NA

SLad22; A

SNM1-KK1, EFE5TE62; NA

CCALA7ST; E

205-4C; AF363536; NA

VN ‘¥E6E9ESY '42-G02

Dvorak et al. (2012)
16S-23S ITS
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Lidsky genom




Lidsky genom
* souhrn veskeré genetické informace zapsané v DNA uvnitr lidskych bunék

 Homo sapiens sapiens - DNA uvnitf bunééného jadra a ddle ovSem i v mitochondriich (tzv.
mitochondrialni DNA)

e 1990 spustén Human Genome Project, kladouci si za cil precist (osekvenovat) celou
jadernou DNA clovéka; tento projekt byl uspésné zavrsen v 2003...

* Do soucasnosti vsak jiz bylo osekvenovano nékolik genom ruznych lidi, véetné
biochemika Jamese Watsona......
* Moderni metody sekvenace ovsem cenu dramaticky snizily a v soucasnosti je znama

sekvence vice nez tisice lidskych genom

» drive byl pocet lidskych genl odhadovan na 100 000, v soucasné dobé jsou kvalifikované
odhady pétkrat nizsi



Lidskd jaderna DNA se sklada v haploidnim stavu z asi 3,1-3,2 miliardy par0 bazi

kdyby se sefadila jednotliva viakna za sebe, byla by vznikla fada dlouha asi jeden metr

jaderna DNA obsahuje 20-25 tisic gend, coz je mimochodem pocet genl srovnatelny
napriklad s hlistici Caenorhabditis elegans

pocet nefunkénich genl (pseudogent) predstavuje vsak dalSich asi 20 000

zahadné geny kddujici rdzné druhy malych RNA — napt. bylo odhaleno 800 genu pro
microRNA

Lidé (Homo) se od evolucni linie Simpanzu (Pan), svych nejblizSich pfibuznych, oddélili pred 5
az 7 miliony lety- hlavni zménou je splynuti dvou chromozomu, redukce z 48 na 46 -vznikl
lidsky chromozom 2

genom Simpanze a Clovéka -udava se, zZe je geneticka informace z 95-99% zcela identicka

Za nékteré rozdily mezi genomem cloveéka a Simpanze jsou zodpovédné prevazné genové
duplikace a v mensi mire i substituce v rdmci jednoho nukleotidu (SNP).



Soukroma spolecnost Celera pouzila k rychlému ¢teni lidského genomu velmi odvazny
postup, pri kterém je cela lidska DNA ,,rozsekana“ na malé kousky

po precteni velmi vykonnymi pocitaci se specialnimi programy kompletovany do
souvislé rady pismen genetického kodu

Mezinarodni konsorcium vyslo z pomalejsi ale diikladnéjsi metody ¢teni, pfi niz se v
lidské DNA nejprve urci pevné ,,orientacni body“ a podle nich se pak jednotlivé
prectené useky davaji dohromady

Prvni pohled do ,vyspraveného” lidského genomu odhalil 1183 gen(, které vznikly
relativné nedavno tim, Ze si staré geny nasich predku vytvorily kopii a ty postupem
Casu zacaly slouzit novému ucelu

Podobnému ,,dublovani“ podlehlo v evolu¢né nedavnych dobach asi 5% lidské DNA

Genetici narazili také na 37 ,,Cerstvych hrob(“ — tedy mist, kde nasi pfedci méli
funkcni geny, ale ty utrpély tézka poskozeni a v nasi dédi¢né informaci uz nefunguji



Kdyz Cteni lidské dédi¢né informace startovalo, véfili védci v existenci az100 tisic lidskych
genU. VétsSinou ocekavali 50 tisic genl (sazky)

Z ,hrubého narysu” ale vyplyvalo, Ze ¢lovéka déla ¢lovékem néco kolem 35 tisic genu

Posledni rozbory ,vyspravené“ verze - pouhych 20 az 25 tisic gen(, kukurice muze mit kolem
50 tisic genU

Tajemstvi lidské vyjimecnosti zrejmé tkvi v organizaci a souhre nasich gen, ale zatim zUstavaji
z drtivé vétsSiny nepoznany

dnes sice zname nékteré geny, které nasim predkim zcela jisté dopomohly k vyznamnym
evolucnim uspéchlm, ale ani vSechny dohromady by zjevné nestacily k proméné Simpanze v
Clovéka. ...

soucasné dobé jsou ,, slusné rozecteni” mys, potkan, Simpanz, makak rhesus, skot, pes, vacice
a ptakopysk....rostliny, bakterie....

V dohledné dobé - orangutan, gibbon, jihoamericka opicka kosman a drobny madagaskarsky
lemur maki trpaslici. ...

Ve fronté na ,precteni” své DNA rejsek, jezek, kocka, slon, pasovec, madagaskarsky
hmyzoZravec bodlin ¢i morce, jez moznd nahradi néktery z ¢etnych netopyrd. ..
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