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Program wyktadu

1. Zagadnienia wstepne
2. Metagenom
3. Filogenetyka molekularna

4. Ewolucja molekularna

Elementy graficzne nie podpisane pochodzg z ksigzki ,Genomy” T. A. Brown 2009.
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Zagadnienia wstepne

Genetyka

Genetyka — nauka zajmujaca sie badaniem zjawisk dziedzicznosci i
Zmiennosci organizmow.

1866 r. - Grzegorz Mendel opublikowat prawa dziedziczenia cech w
pracy pt. ,,Badania nad mieszaricami roslin”. znany jest obecnie jako
cztowiek, ktéry odkryt podstawowe zasady dziedzicznosci. Za zycia
byt nieznanym austriackim mnichem i naukowcem z zamitowania, a
jego badania nie zyskaty uznania dwczesnego swiata nauki.
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Zagadnienia wstepne
Podstawowe terminy uzywane w genetyce

Gen — odcinek DNA kodujacy jeden polipeptyd albo rodzine podobnych polipeptydéw lub jeden
rodzaj rRNA lub tRNA.

Niewtfasciwe definicje genu:
- jeden gen = jedno biatko
- jeden gen = jedna cecha

Genotyp — zestaw gendw danego osobnika warunkujacy jego wtasciwosci dziedziczne.

Fenotyp — (gr. phainomai - przejawiaé; typos - wzdr, norma) zespdt ujawnionych cech
(morfologicznych, anatomicznych, fizjologicznych i biochemicznych) danego osobnika
warunkowanych przez genotyp i czynniki Srodowiska.
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Zagadnienia wstepne
Podstawowe terminy uzywane w genetyce

Genom - podstawowy komplet informacji genetycznej, pojecie to oznacza haploidalny zespot
chromosomow.

Genomy wirusow i Prokariota sg haploidalne, natomiast wiekszo$¢ Eukariota to organizmy
diploidalne .

Haploid (z gr. amAoc - nieztozony, pojedynczy) komodrka zawierajgca po jednym chromosomie
kazdego typu. Komorki ptciowe (gamety) sg haploidalne.

Diploid (z gr. Suthog - podwdjny) komadrka zawierajgca po dwa chromosomy danego typu. Komorki
somatyczne wiekszosci roslin i zwierzat sg diploidalne.
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Zagadnienia wstepne

Powigzania genetykKi

Genetyka korzysta z réznych naukowych dyscyplin sama dajac podwaliny pod nowe dziedziny nauki

Biologia Mikrobiologia Biochemia Matematyka Informatyka

Genetyka

Biologia

Ewolucja Filogentyka
molekularna

molekularna molekularna

Diagnostyka Metagenomika

Bioinf tyk:
lointormatyka molekularna
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Zagadnienia wstepne

Wszystkie komorki pochodzg od prakomorki

Prakomorka = Archeon?

W czym wszystkie organizmy sg do siebie podobne???
Rosng, mnozg sie, przeksztatcajg energie, ..., umieraja.
We wszystkich organizmach:

v’ geny s3 ,zmagazynowane” w czasteczkach DNA

v’ geny s3 zapisane tym samym kodem

v’ geny sg zbudowane z tych samych podjednostek

v’ replikowane w ten sam sposdb, pozwalajgcy organizmom rozmnazac sie
v’ biatka powstajg z potgczenia tych samych 20 aminokwaséw w réznych

kombinacjach
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Zagadnienia wstepne

Wptyw matematyki na genetyke

W klasycznej genetyce rachunek prawdopodobienstwa i statystyka

okazujg sie niezbedne np. aby opisac:

- wystepowanie zjawisk masowych

- szanse na powstanie okreslonego fenotypu
- odlegtos¢ miedzy genami

- potozenie genu na chromosomie

sth K
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Zagadnienia wstepne

DNA a RNA
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Zrédto: www.biologycorner.com
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Zagadnienia wstepne

Przeptyw informacji — podstawowy dogmat

DNA % mARNA %Frutein

Transcription Translation

Cell Protein
Nucleus (amino acid
chain)
Ribosome
Cytoplasm

Zrédto: www.biologycorner.com
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Zagadnienia wstepne

Miejsce genetyki w swiecie molekularnym

Genetyka Biochemia Farmakologia
&l hym
W Adenine I Adenine
Ml cueni T Guanine
;‘ cresne & v
S Lo

P= phosphate
R=Ribose

DNA RNA

Biatko

Genomika Proteomika Projektowanie lekow

Zrédto: www.biologycorner.com
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Metagenom

Metagenom

Genom cztowieka o wielkosSci 2,84 x 10° pz zawiera okoto 23 tys. gendw kodujgcych
biatka i RNA

Organizm cztowieka zbudowany jest z ok. 10** komdrek somatycznych i rozrodczych, ale
zasiedla go 10 razy wieksza populacja komodrek mikroorganizméw (10%4), nalezgcych do
ponad 500 gatunkdw zwanych mikrobiota.

Zaktada sie, ze liczba gendw bakteryjnych w organizmie cztowieka jest nawet 100 razy
wieksza, niz w jego wtasnym genomie !!!
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Metagenom

Genom Eu- i Prokaryota

Genom to catkowity DNA komarki, obejmujgcy zarowno wszystkie geny, jaki i odcinki
miedzygenowe

Genom — materiaf genetyczny zawarty w podstawowym (monoploidalnym) zespole
chromosomow. Termin mylony jest z genotypem, czyli catoscig informacji genetycznej
zawartej w chromosomach organizmu

Eukaryota

» genom jadrowy

» genom mitochondrialny

» genom chloroplastowy (rosliny i organizmy fotosyntetyzujgce)

W komorkach Eukaryota materiat genetyczny oddzielony btonami - przedziaty (jadro i organelle
takie jak mitochondria, a u roslin chloroplasty)

Prokaryota
» genom to kolista czgsteczka DNA
» dodatkowy materiat genetyczny to liniowy lub kolisty plazmid

W komorkach Prokaryota materiat genetyczny w cytoplazmie - brak wewnetrznych przedziatéw
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Metagenom

Porownanie genomow

@ prokariot
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Metagenom

Porownanie genomow

GENOM BAKTERYJNY

» od jednego do kilku mln par zasad

» pojedyncza, kolista czgsteczka DNA

» od 1000 do ponad 4000 réznych gendéw

» najbardziej ztozony P. aeruginosa

P bardzo Sciste upakowanie informacji genetycznej — niewiele niekodujgcego DNA
P> geny sg ciggte

» rzadko wystepujg sekwencje powtarzajgce sie

GENOM EUKARIOTYCZNY

» zawarty w otoczonym btonami jadrze kom

» podzielony na liniowe cz. DNA, kazda zawarta w innym chromosomie
» genomy roznig sie wielkoscia

P geny s3 mniej zwarte, nieciggte (introny i eksony)

P zawierajg rozproszone sekwencje repetytywne (powtarzajace sie)

Matematyka przemystowa
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Rozmiary genomow

Metagenom

Organizm Domena Przyblizona wielko$¢ Liczba gendéw Rok
genomu (tys. par opublikowani
zasad) a sekwencji

Mycoplasma genitalium Bacteria 580 ~500 1995
Haemophilus influenzae Bacteria 1800 ~1 700 1995
E. coli Bacteria 4 800 ~4 300 1997
Pseudomonas aeruginosa Bacteria 6 300 ~5 600 2000
S. cerevisiae Eukarya 12 000 ~6 300 1996
C. elegans Eukarya 97 000 ~19 000 1998
D. melanogaster Eukarya 185 000 ~12 000-14 000 2000
Arabidopsis thaliana Eukarya 140 000 ~25 000 2000
Mysz Eukarya 2 500 000 ~30 000 2002
Szympans Eukarya 3 000 000 ~30 000 2005

Matematyka przemystowa

17



Metagenom

Genom cztowieka

Genom cztowieka:

1. genom jadrowy — ok. 3 mld pz. Liniowe czgsteczki DNA (od 55 Mpz do 250 Mpz). W sumie
wystepujg 24 rodzaje chromosomow.

2. genom mitochondrialny — zaledwie 16 569 pz. Kolista czgsteczka wystepujgca w wielu kopiach
znajduje sie w mitochondriach.

www.scienceinschool.org
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Metagenom

Mikrobiom cztowieka

Joshua Lederberg (laureat nagrody Nobla, 1958), wprowadzit do literatury naukowej
termin ,mikrobiom” w celu okreslenia informacji genetycznej zawartej w populacji
mikroorganizmow zasiedlajgcych organizm cztowieka.

Z genetycznego punktu widzenia na supermetagenom cztowieka sktadajg sie ludzkie
geny (1%) i geny populacji mikroorganizmoéw (99%) .
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Metagenom

Mikrobiom cztowieka

Obecnie na swiecie zyje 7 miliardow ludzi.

Zasiedla nas 10*  komoérek rdéinych gatunkéow  bakterii
(Bacteria i Archea), w tym w ogromnej wiekszo$ci dotad
niehodowalnych.

Z danych Metagenomiki oraz réznych kalkulacji ekologicznych
wynika, ze Ludzki Metabakteriom jest drugim,
po Metabakteriomie Oceandw i Modrz (10?°), najwiekszym
rezerwuarem bakterii na naszej planecie Ziemi.

Whitman W. B. et al., 2006

Linda Vu, Berkeley Lab
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Metagenom

Mikrobiom przewodu pokarmowego cztowieka (Gl)

W przewodzie pokarmowym cztowieka bytuje 10'1-10'2 komdrek mikroorganizmow,
co stanowi 0,5-1,5 kg masy przecietnego cztowieka.
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Nature Reviews | Microbiology

Matematyka przemystowa 21



Metagenom

Mikrobiom przewodu pokarmowego cztowieka (Gl)

Oesophagus
104-105 CFU/ml
Streptococcus
Prevotella
Veilonella

Duodenum —

103-104 CFU/ml
Similar as stomach
+ Veillonella

+ yeasts

Colon

1079-1071 CFU/m
Bacteroides
Bifidobacterium
Clostridium
Ruminococcus
Peptostreptococcus
Eubacterium
Faecalibacterium
Streptococcus

Matematyka przemystowa

Stomach

<104 CFU/mI
Streptococcus
Lactobacillus
Staphylococcus
Helicobacter pylori

Jejunum
103-10° CFU/ml
Similar as duodenum

lleum

107-108 CFU/ml
Bifidobacterium
Bacteroides
Veilonella
Clostridium
Enterobacteriacea

Krstii Tiionen et al., 2010 ; Ouwehand and Vesterlund , 2003
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Metagenom

Human Microbion Project

Kierunkowym celem powstatego w 2007 roku projektu HMP jest scharakteryzowanie
ludzkiego MIKROBIOMU na poziomie:

METAGENOMU - sekwencji nukleotydowej catego genomowego DNA populacji
hodowalnych i niehodowalnych mikroorganizmow cztowieka

METATRANSKRYPTOMU - sekwencji nukleotydowej catkowitego mRNA
- syntetyzowanych biatek bakteryjnych

- produktéw matabolizmu
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Metagenom

Cele projektu HMP

1. Lepsze zrozumienie zrdznicowania genetycznego i fizjologicznego ludzi oraz roli Mikrobiomu w
ewolucji cztowieka.

2. Identyfikacja okreslonych warunkow, czynnikéw i produktéw Mikrobiomu majgcych bezposredni lub
posredni wptyw na funkcjonowanie zdrowego organizmu, a takze predysponujgcych do chordb.

3. Opracowanie strategii monitorowania oraz modyfikowania sktadu oraz funkcji Mikrobiomu
indywidualnego cztowieka — jako waznego elementu diagnostyki medyczne;.

Prof Dr Tom Van de Wiele
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Metagenom

Pytania stawiane HMP

Jaka jest dynamika zmian indywidualnego mikrobiomu cztowieka w czasie catego,
osobniczego zycia?

Jakie podobienstwa i roznice jakosciowe, ilosciowe oraz funkcjonalne istniejg w
mikrobiomach: cztonkdw jednej rodziny, ludzi zyjacych w podobnych oraz réznych
spofeczenstwach i Srodowiskach, strefach klimatycznych, a takze pomiedzy ludzmi
roznych grup etnicznych?

W jakim stopniu styl zycia cztowieka, jego fizjologiczny stan, a takze patofizjologiczny,
wptywajg na sktad mikrobiomu i jego zréznicowanie?

Czy wszyscy ludzie posiadajg identyczny ,rdzen” mikrobiomu, jesli tak - to w jaki sposdb
zachodzi jego horyzontalna transmisja?
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Metagenom

Metagenomika a matematyka

Home  About SCGENCERSA Events Participate Support INI Search

Mathematical, Statistical’and Computational Aspects ofthe New
Saience of Metagenomics

Isaac Newton Institute for Mathematical 7%
Sciences

) 24th March 2014 to 17th April 2014
Scence > Organisers: Wally Gilks (Leeds), Daniel Huson (Tbingen), Elisa Loza (Rothamsted Research), Simon Tavaré (Cambridge), Gabriel
Valiente (Technical University of Catalonia) and Tandy Warnow (Texas at Austin)

Scientific Programmes /' Scientific Advisory Committee: Vincent Moulton (East Anglia), Mihai Pop (Maryland)
. o Programme Theme
Mathematical, Statistical and
Computational Aspects of the New Metagenomics is the study of the total genomic content of microbial communities. In
Science of Metagenomics metagenomic studies, DNA material is sampled collectively from the microorganisms that
populate the environment of interest (e.g. agricultural soil, ocean water, or the human gut).
> Overview The extracted DNA sequences are subsequently used to profile the environment and its

' biodiversity, its dominant microbial classes or biological functions, and whether and how this

> Participants > ;

profile differs from those of other environments.

> Preprints 2 . ’ :
The impact of metagenomics in our understanding of the natural world has been, and will

> Seminars continue to be, revolutionary and profound. Insights derived from metagenomic studies have

become increasingly relevant in areas as diverse as human health, bioenergy, environmental

sciences and paleontology.

> Workshops and Other Events

This research programme will bring together leading expertise in the multiple disciplines involved in metagenomics including mathematics,

Fuveant Dranvammar
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Filogenetyka molekularna

1. Poczatki filogenetyki molekularne;.

2. Konstruowanie drzew filogenetycznych na podstawie analizy DNA.

Bacteria

Proteobacteria

act erid

CCBY-SA 3.0

Matematyka przemystowa


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/09/Tree_of_life.svg

Filogenetyka molekularna

Poczatki filogenetyki molekularnej

Linnaeus Haeckel Chatton Copeland Whittaker/Marqulis Woese i in. Woese i in.
1735 1866 1925 1938, 1956 1969 1977 1990
2 krolestwa 3 krolestwa (bez opisu) 4 krolestwa 5 krolestw 6 krolestw 3 domeny

Protista

Protoctista Protista

Monera — archeony, bakterie, sinice
Protista — pierwotniaki
Eubacteria — bakterie wtasciwe
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Filogenetyka molekularna

Poczatki filogenetyki molekularnej

Ze wzgledu na ewolucje genomu (stopniowe gromadzenie mutacji) liczba réznic pomiedzy
sekwencjami _nukleotydowymi genoméw 2 gatunkéw powinna wskazywac jak dawno temu
istniat wspdlny przodek tych genomow.

Filogenetyka molekularna wyprzedzita sekwencjonowanie DNA o pare dekad.

XVIIl w. Linneusz — systematyk (a nie ewolucjonista), klasyfikacja organizméw Systema
Naturae, nieSwiadomie stworzyt podstawy pdzniejszych schematéw ewolucyjnych
Przyrodnicy XVIII i poczagtku XIX w. poréwnywali hierachie Linneusza do ,,Drzewa zycia”

1859r. Darwin, tworca teorii ewolucji

Schemat klasyfikacji Linneusza zrozumiano w nowy sposob jako filogeneze, przedstawiajgca
nie tylko podobienstwa miedzy gatunkami ale tez ich pokrewienstwo ewolucyjne.
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Filogenetyka molekularna

Drzewo zycia

The Tree of Life

by Generic

& | Pitices .
%’ Cinlmaplta
)

m

P, a © q
_Plantae ___Protista__ Animalia
e e L T\ & i — —
P N - iy
feonis | [ Diesidepinte | || Paroeres spoagae)| T=E | Articulata ., 0L
 tot St | | & - i )|\ areopeda 1L T/ f
¥ Phizocarpeae ¥ Arthropoda ;
Crmetacen (B /

Vermes.
Aune. |
Lida

———

N

v'/ - X
Coelente | J\\t=g=
rata

Ko tocusdrhene
Prtrocn -

s pmn g (29 Stamwe)

Matematyka przemystowa

Haeckel (1866)
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Filogenetyka molekularna

Podejscie klasyczne do filogenetyki

Fenetyka — klasyfikacje organizmdéw opiera na poréwnaniu ograniczonej liczby cech, bezwzglednie przyjetych
przez taksonoméw za istotne. Pordwnanie powinno obejmowac jak najwiekszg liczbe cech, ktéore po
przedstawieniu w postaci numerycznej nalezy poddac analizie scistymi metodami .

Kladystyka — nie wszystkim cechom przypisuje jednakowg wage. Kladystyka ,pyta” o znaczenie ewolucyjne
poszczegdlnej cechy.

Btedy w ustalaniu wzoru rozgatezienia mozna zmniejsza¢ odrdzniajgc 2 rodzaje nieprawidtowych danych:

- ewolucja zbiezna (homoplazja) — taka sama cecha zdarza sie niezaleznie w 2 oddzielnych liniach (ptaki i
nietoperze majg skrzydta). Cecha , posiadania skrzydet” moze by¢ mylgca w ewolucji kregowcoéw

- odroznienie cech amorficznych od plezjomorficznych — c. plezjomorficzne dziedziczone sg po dalekim przodku
(np. 5 palcoéw), c. apomorficzna wyewoluowata u niedawnego wspdlnego przodka. Np. posiadanie 1 palca u
konia jest c. apomorficzng (a jaszczurka ma 5 palcéw)

Wg PWN:

fenetyka - metoda klasyfikacji organizmdéw uwzgledniajgca wytgcznie ogdlne podobienstwa ich cech
anatomicznych, embriologicznych, biochem., behawioralnych itp.; bywa nazywana taksonomiag numeryczng, gdyz
postuguje sie komputerowg analizg wielkiej liczby cech.

kladystyka - metoda klasyfikacji organizméw na podstawie wspdlnego pochodzenia ewolucyjnego, a nie ich
podobienstw; poszczegdlne taksony wyodrebnia sie na podstawie cech apomorficznych, tj. zjawiajacych sie po
raz pierwszy w ewolucji badanej grupy i dziedziczonych.
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Filogenetyka molekularna

Podejscie molekularne do filogenetyki

Niezaleznie od celu — stworzenia klasyfikacji czy wnioskowania o filogenezie — dane potrzebne do
analizy otrzymuje sie badajgc zmienne cechy porownywanych organizmow.

Poczatkowo postugiwano sie cechami morfologicznymi, ale zaskakujgco wczesnie zaczeto stosowac
dane molekularne!!!
W 1904 r. George Nuttall zastosowat testy immunologiczne do wnioskowania o pokrewienstwie
rozmaitych zwierzat.

W/w testy nie byty stosowane do lat 50-tych ze wzgledu na ograniczenia techniczne i brak ich
docenienia. Zmiany zaszty wraz z wprowadzeniem fenetyki i kladystyki. Obie opierajg sie na
analizie duzych zestawow danych za pomocg scistych procedur

Trudnos¢ jaka przedstawiato zgromadzenie takich danych w przypadku cech morfologicznych,
znikta, gdy stopniowo zaczeto korzystac¢ z biatek i DNA, majgcymi w pordwnaniu z innymi rodzajami
danych nastepujgce zalety:

- wiele cech molekularnych mozna poznawac jednoczesnie; kazda pozycja nukleotydowa w
sekwencji DNA jest cechg majacg 4 stany cech A, G, Ci T.

- molekularne stany cech s3 jednoznaczne: A, G, C i T s3 fatwo odrdznialne. Stany cech
morfologicznych czasami nie sg do odrdznienia

- dane molekularne mozna tatwo sprowadzi¢ do postaci numerycznej, a zatem bardzo dobrze
nadajg sie do analizy i statystyczne;j.
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Filogenetyka molekularna
Podejscie molekularne do filogenetyki

Najdoktadniejszych i najbardziej jednoznacznych wynikow filogenetyce molekularnej dostarczajg
sekwencje DNA i biatek.
Biatka zaczeto sekwencjonowac w latach 60-tych a DNA w 70-tych.

Poczgtkowo badania polegaty na okreslaniu zmiennosci DNA i biatek przy uzyciu 3 metod:

- dane immunologiczne (od 1904r), reakcja krzyzowa podczas mieszania p/ciata specyficznego w
stosunku do okreslonego biatka z 1 organizmu z analogicznym biatkiem z 2 organizmu,

- elektroforez biatek - poréwnywanie blisko spokrewnionych gatunkdw,

- dane o hybrydyzacji DNA-DNA — porodwnuje sie hybrydyzacje DNA 2 organizmow.

W latach 80-tych zaczeto przeprowadzaé na duzg skale sekwencjonowanie DNA (sekw. DNA ,wyparto”
sekw. biatka).

Zalety stosowania DNA do analiz filogenetycznych:
- DNA dostarcza wiecej informacji filogenetycznej niz b

-Gly - Ala - lle - Leu-Asp -Arg-

- analiza DNA pozwala uzyskac zupetnie nowg informac;] 5 & 3§ & szarow
kodujacych jak i niekodujgcych GGAGCCATATTAGATAGA-
- tatwos¢ przygotowania prébek do analizy sek. DNA (Pt -.%j&?_ﬁAITTTTG”.A?A,

-Gly - Ala - lle - Phe - Asp -Arg -
Dwie sekwencje DNA rdézna sie w 3 pozycjach, choc sekwencje biatkowe rdznig sie w 1 pozycji
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Filogenetyka molekularna

Konstruowanie drzew filogenetycznych na podstawie analizy DNA

Celem wiekszosci badan filogenetycznych jest konstruowanie drzew opisujgcych zwigzki ewolucyjne
miedzy badanymi organizmami lub genami.

Gtéwne cechy drzew filogenetycznych zbudowanych na podstawie DNA

Topologia drzewa

Wezty wewnetrzne — geny przodkéw

Wezty zewnetrzne — porownywane geny

Gatezie — dtugos¢ decyduje w jakim stopniu rdznig sie geny

W przypadku braku ukorzenienia drzewa do analizy trzeba wtgczy¢ przynajmniej 1 gen homologiczny
mniej spokrewniony (niz pozostate geny miedzy sobg), by ukorzenié drzewo.

Drzewo otrzymane dzieki analizie jest drzewem proponowanym — opisuje cigg zdarzen
ewolucyjnych, wywnioskowanych z analizowanych danych i nie musi by¢ identyczne z drzewem
rzeczywistym.

Wiekszos¢ analiz filogenetycznych nie dostarcza w petni jednoznacznych wynikéw, dlatego mogg
wynikac roznice miedzy drzewem proponowanym i rzeczywistym!
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Drzewa filogenetyczne

(A) Drzewo nieukorzenione

A C
o galezie =
\ wezly
zewnegtrzne
B ™ wezty /: D'/ cztowiek
®)
szympans
A C
! 4
3
7 4 5
B D goryl
c & < D
B A orangutan
A B
1 2
|B T pawian
A Y D
3 . . . .
5 A - Wykorzystanie grupy zewnetrznej do ukorzeniania
? = - drzewa filogentycznego
c D
4 5
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Filogenetyka molekularna

Drzewa genow nie sg tozsame z drzewami gatunkow

Aby drzewa gendw i gatunkéw byty tozsame, ich wezty wewnetrzne musiatyby byé doktadnie
rownowazne, co zwykle nie nastepuje:

-wezet wewnetrzny w drzewie gendw odpowiada dywergencji na skutek mutacji genu
wyjsciowego, w wyniku czego powstajg 2 geny o réznych sekwencjach

- wezet wewnetrzny w drzewie gatunkéw odzwierciedla specjacje: nastepuje ona przez podzielenie
sie populacji na 2 grupy, ktére nie s3 w stanie krzyzowac sie ze sobg (np. w wyniku izolacji
geograficznej).
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Roznica miedzy drzewem genow a drzewem gatunkow

gen A
mutacje

genB

gen C

gen D

gatunek A

specjacje

gatunek B

gatunek C

gatunek D
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Filogenetyka molekularna

Mutacja i specjacja nie muszg wystepowac w tym samym
momencie

-——— mutacja

~—— specjacja

utrata
alleli

Mutacja moze poprzedzac specjacje
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Filogenetyka molekularna

Drzewo genow moze sie rozgateziaC w inny sposob niz drzewo

gatunkow

-—— mutacja

~<—— specjacja

specjacja —

A B C A B C
drzewo gatunkow drzewo genéw
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Filogenetyka molekularna

Budowanie drzew

Etapy budowania drzew

1. Porownanie sekwencji DNA i otrzymanie danych do budowy drzewa.

2. Kilka roznych metod stosowanych do przeksztaicenia danych pordwnawczych i budowania
drzewa.

3. Testy stuzace ustaleniu stopnia wiarygodnosci drzewa i jego odcinkow.

4. Stosowanie zegara molekularnego do ustalenia dat rozgatezien drzewa.

Adn. 1

Poréwnanie sekwencji DNA i otrzymanie danych do budowy drzewa

Poréwnania dokonuje sie dopasowujac sekwencje tak, ze mozna zliczy¢ réznice w sekwencjach
nukleotydow — krytyczny punkt przedsiewziecia — jesli przyréwnanie jest niepoprawne, drzewo
zbudowane na jego podstawie bedzie nieprawdziwe.
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Filogenetyka molekularna
Przyrownanie sekwencji

Problemy do rozwigzania
a. Ustalenie czy sekwencje s3 homologiczne
b. Dopasowanie sekwencji w sposdb pozwalajgcy na poréwnanie nukleotyddow homologicznych

Podczas porédwnania nie da sie stwierdzic czy jest delecja czy insercja (=indel)

(A) Proste przyréwnanie sekwencji

AGCAATGGCCAGACAATAATG
AGCTATGGACAGACATTAATG

L L R LR R L

(B) Trudniejsze przyréwnanie sekwencji

GACGACCATAGACCAGCATAG
GACTACCATAGA - CTGCAAAG

RS AEEEREEES \t TTEEE -
dwa mozliwe

potozenia indeli

GACGACCATAGACCAGCATAG
GACTACCATAGACT -GCAAAG

LR TEERTEREES
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Filogenetyka molekularna

Przyréwnanie sekwencji metoda macierzy punktow

Dla bardziej skomplikowanych par sekwencji dopasowanie mozna sporzadzi¢ metodg macierzy
punktow .

AGACATTTAGACCAAGCATAGCCAT

“=>000>HP>O>2>0N02> 04444 >0> 0>
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Filogenetyka molekularna

Bardziej sformalizowane metody to:
- Metoda podobienstwa (1970) — maksymalizacja liczby dopasowanych, identycznych w obu

sekwencjach nukleotyddow
- Metoda odlegtosciowa (1976) - celem jest minimalizacja dopasowan

Czesto zastosowanie w/w metod daje ten sam wynik.

Najczesciej stosowany program to Clustal (1998).
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Filogenetyka molekularna

Przeksztatcenie danych porownawczych

Do dzis$ nikt nie stworzyt doskonatego sposobu budowania drzew i zwykle stosuje sie kilka metod.

Macierz odlegtosci — najprostsza metoda — tabela pokazujgca odlegtosci ewolucyjne dla wszystkich
par sekwencji w zbiorze danych. Odlegtosci oblicza sie na podstawie ilosci réznic nukleotydowych
miedzy parg sekwencji i stosuje sie do ustalenia dfugosci gatezi.

réwnanie wielu sekwencji

AGGCCAAGCCATAGCTGTCC
AGGCAAAGACATACCTGACC
AGGCCAAGACATAGCTGTCC
AGGCAAAGACATACCTGTCC

L W N -

macierz odlegtosci

1 2 3 4
I - 0,20 0,05 0,15
2 - 0,15 0,05
3 - 0,10

Macierz pokazuje odlegtosci ewolucyjne dla wszystkich par sekwencji przyrownania. W tym przyktadzie
odlegtos¢ ewolucyjng wyraza ilos¢ réznic nukleotydowych przypadajgca na jeden nukleotyd dla kazdej pary. Na
przykfad, sekwencje 1 i 20 majg po 20 nukleotyddéw i réznig sie 4 nukleotydami co odpowiada rdznicy
ewolucyjnej 4/20 = 0,2.
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Filogenetyka molekularna

Etapy przeprowadzane podczas budowy drzewa metodg NS

Metoda najblizszego sgsiada (NS) — popularna, zasady:

1. Budowe rozpoczyna sie od 1 wezta fgczacego wszystkie sekwencje DNA

2.  Wybiera sie losowo pare sekwencji i usuwa jg z drzewa ,gwiazdy” i przywigzuje sie do drugiego wezta
wewnetrznego

3. W nowym drzewie oblicza sie catkowity dtugos¢ gatezi

Umieszcza sie sekwencje w ich poczgtkowych pozycjach i do drugiego wezta przyczepia sie inng sekwencje

5. Czynnosci powtarza sie do wyczerpania wszystkich mozliwych par sekwencji, pozwalajac na wybor pary
sekwencji dajgcej najkrotszg dtugosc gatezi.

6. Znalezione 2 sekwencje traktuje sie jak jedna.

7. Procedure powtarza sie do okreslenia potozenia wszystkich sekwencji i uzyskania petnego drzewa.

e

(A) Punkt wyjscia dla metody najblizszych sa3siadéw

A
H B

H

Matematyka przemystowa 45



Filogenetyka molekularna

Zaletg metody NS jest stosunkowa tatwos¢ manipulowania danymi.
Wadg metody NS jest utrata czesci informacji, zwtaszcza odnoszacych sie do identycznosci
nukleotyddéw sekwencji wyjsciowych i sekwencji pochodnych.

Informacji tej nie traci sie w metodzie najwiekszej oszczednosci — zaktada sie (prawopodobnie
btednie), ze ewolucja przebiega najkrotszg mozliwg drogg i poprawnym drzewem jest to, ktére do
powstawania roznic obserwowanych miedzy sekwencjami wymaga najmniejszej mozliwej liczby
podstawien nukleotydowych.

Metoda najwiekszej oszczednosci zmusza do manipulacji wiekszg liczbg danych — PROBLEM
|

Przy 5 sekwencjach jest mozliwych tylko 15 nieukorzenionych drzew

Przy 10 sekwencjach jest mozliwych 2 027 025 nieukorzenionych drzew
Przy 50 sekwencjach liczba nieukorzenionych drzew przekracza liczbe atomow we wszechswiecie!
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Filogenetyka molekularna

Okreslanie doktadnosci skonstruowanego drzewa

Znane s3 testy statystyczne doktadnosci skonstruowanych drzew, ale ze wzgledu na geometryczny a
nie numeryczny charakter drzew testy te sg ztozone.

W praktyce wykorzystuje sie metode BOOTSTRAP.

Trzeba utworzy¢ dodatkowe przyrownania wielu sekwencji, odmienne od prawdziwego, ale mu
rownowazne. Nowe przyrownania tworzy sie losowo zmieniajgc miejsce kolumny z prawdziwego
przyrownania.

1 234567 8910111213141516
ATAGCCATAGCAACCT
ATACCCATGACAACGA prawdziwe przyréwnanie
ATACCCATAGCAACCA
ATAGCCATAGCAACGA
ATCCCCATAGCAACCT

(dan

27 49114165

TAGACGTC

TACGCCAC :
TACACCAC nowe przyrownanie
TAGACGAC

TACACCTC

wielu sekwencji
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Filogenetyka molekularna

Nowe przyrdwnania dotyczg sekwencji roznigcych sie od wyjsciowych, ale o podobnej
zmiennosci — powinno sie nie tylko powtdrzy¢ pierwotng analize, ale i otrzymac to samo
drzewo!

Buduje sie 1000 przyréwnan i konstruuje sie dla nich 1000 drzew. Na ich podstawie mozna
przypisa¢ wartosc¢ bootstrap kazdemu wewnetrznemu weztowi poczgtkowego drzewa. Wartos¢
bootstrap jest rowna liczbie wystgpien (w drzewach wytworzonych metodg Bootstrap) weztéw
identycznych z weztem z drzewa poczatkowego.

Wartos¢ bootstrap dla wezta >700/1000 oznacza, ze mozna weztowi przypisa¢ rozsgdne
prawdopodobienstwo.
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Filogenetyka molekularna

Zegar molekularny

Pozwala oszacowal czas, jaki uptynat od rozdzielenia sie sekwencji — wymaga to kalibracji, czyli

okresla sie jakiej liczby podstawien nukleotydowych mozna sie spodziewac dla okresu miliona lat.
Znowu ©

cztowiek

orangutan
Zegar molekularny dla cztowieka

| 3 miliondéw lat

liczba podstawien = X
liczba podstawien na linie ==-’23
liczba podstawiet na N
linig na milion lat =13

Liczbe podstawien (x) okresla sie dla pary homologicznych gendw cztowieka i orangutana.
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji
genomow

1. Pochodzenie genomow.
2. Powstawanie nowych genow.

3. Nabywanie genow od innych gatunkow

OLECULAR
OLOGY ann
= {(0

JOURNAL OF

MOLECULAR
EVOLUTION
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Genomy: pierwsze 10 mlid lat

1. Kosmolodzy uwazajg, ze wszechswiat powstat ok. 14 mld lat temu - Wielki Wybuch

2. Wg modeli matematycznych 10 mld lat temu powstaty pierwsze galaktyki

3. W naszej galaktyce mgtawica stoneczna zaczeta kondensowac tworzgc sforice i planety 4,6 mld lat temu
4. Poczatkowo ziemie pokrywata woda, w ktorej pojawity sie pierwsze systemy biochemiczne m

5. Zycie komdrkowe powstato 3,5 mld lat temu, gdy zaczety pojawiac sie pierwsze lady

6. Zycie komdrkowe byto doéc pdznym stadium w ewolucji biochemicznej - najpierw poprzedzity jg

samoreplikujgce sie polinukleotydy (przodkowie pierwszych gendw)
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

miliardy lat temu

14

wielki wybuch

pierwsze galaktyki 10

poczatki ukfadu stonecznego

4,6

pierwsze komorki

Poczatki wszechswiata, galaktyk, uktadu stonecznego i zycia komdrkowego
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Powstanie prostych zwigzkdw organicznych

Uwaza sie, ze pierwotne oceany posiadaty sole o podobnym skfadzie do wspdtczesnych.
Atmosfera ziemska, a zatem i gaz rozpuszczone w oceanach, znacznie réznity sie od dzisiejszych
Udziat tlenu stat sie znaczacy dopiero po pojawieniu sie fotosyntezy.

Poczatkowo najobficiej wystepujgcymi gazami byty najprawdopodobniej metan i amoniak.

s wnN e

Doswiadczenia prébujgce odtworzy¢ warunki wystepujgce w pradawnej atmosferze wykazaty, ze
wytadowania elektryczne (w mieszaninie amoniaku i metanu) powodujg synteze wielu aminokwaséw
(m.in. alaniny, glicyny, waliny). Powstawat tez cyjanowodor i formaldehyd, ktére w dodatkowych
reakcjach przyczynity sie do powstania innych aminokwasow, puryn i pirymidyn, a w mniejszym
stopniu tez cukrow.
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Pierwsze systemy biochemiczne byty oparte na RNA!

Polimeryzacja podstawowych sktadnikéw w bioczgsteczki mogta nastgpi¢ w oceanach albo mogta
spowodowac jg wielokrotna kondensacja i parowanie kropel wody w chmurach
Polimeryzacja mogta tez nastepowa na powierzchniach statych (np. it)

Jak przejs¢ od zbioru losowych bioczasteczek do ich uporzadkowanej grupy?!

Ten etap nie zostat nigdy odtworzony doswiadczalnie.

Przyjmujgc 1 mld lat i zageszczenie czgsteczek w oceanie 10'° bioczgsteczek/litr to daje nieograniczone
rozwazania... i pole do popisu dla matematykow?s
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

W latach 80-tych nastgpit przetom — odkrycie katalitycznej czgsteczki RNA.

RNA przeprowadza:

1.Ciecie autokatalityczne (samowycinajgce sie introny grupy I, I1'i lll)
2.Ciecie innych czgsteczek RNA (Rnaza P)

3.Synteza wigzan peptydowych

4.Synteza rybonukleotydéw (in vitro)

5. Synteza czgsteczek RNA (in vitro)

Pierwsze systemy biochemiczne mogty opierac sie w catosci na RNA!

Prawdopodobnie czgsteczki RNA replikowaty powoli i niedoktadnie.

W/w czgsteczek RNA nie mozna nazywac genomami ale proteomami - zdolno$¢ czgsteczek do
samoreplikacji i przeprowadzania prostych reakcji biochemicznych.

Po zamknieciu czgsteczek RNA wewnatrz przedziatdw lipidowych spowodowato powstanie
pierwszych struktur komorkopodobnych.
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Kopiowanie czgsteczek RNA we wczesnym swiecie RNA

czasteczka RNA

N
m%
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Dwie mozliwosci przebiegu ewolucji pierwszego
kodujgcego RNA

adaptorowy RNA ety F “_"'7_ rybonukleotydy
cze$¢ kodujaca Ryboz/m v \
czesé ;
rybozomowa U T A U o N i B B kOdU]aC)’RNA
adaptorowQ \ aminokwasy
Rybozym bedacy jednoczesnie czasteczka kodujaca Rybozym syntetyzujgcy czasteczke kodujaca
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Pierwsze genomy zbudowane z DNA

Jak swiat RNA przeksztatcit sie w DNA?

1. Pierwszg wazng zmiang byt prawdopodobnie rozwdéj enzymow biatkowych, ktére uzupetnity a
pozniej zastgpity aktywnos¢ katalityczng rybozymow.

2. Protogenomy RNA utraciwszy swojg role enzymatyczng zachowaty funkcje kodowania.

3. Przeniesienie funkcji kodowania na stabilny DNA wydaje sie nieuniknione i dosy¢ fatwe (redukcja
grupy 2’0OH, Uw T).

4. Odwrotna transkrypcja pozwolita polimeryzowa¢ DNA z RNA.

5. Przyjecie przez kodujgcy DNA formy dsDNA spowodowane mozliwos$cig naprawy uszkodzern DNA
przez kopiowanie siostrzanej nici. DNA.
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Przeksztatcenie kodujgcej czasteczki RNA w przodka
pierwszego genomu DNA

rybonukleotydy deoksyrybonukleotydy
= :_ :_ +  redukcja - .,.TTT
® v ——— +T T
odwrotna
transkrypqa
pierwsza
4 kodujaca
kodujacy RNA 1 czasteczka
1 DNA
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Kalendarium powstawania organizmow

3,5 mld lat temu powstaty komorki podobne do bakterii
1,4 mld lat temu powstaty komorki eukariotyczne jednokomadrkowe glony
0,9 mld lat temu powstaty komérki eukariotyczne wielokomérkowe glony

0,53 mid lat temu powstaty bezkregowce
¥ The Tree of Life ¢

oy W W @

0,3 mld lat temu powstaty rosliny Igdowe

4,5 min lat temu powstaty pierwsze hominidy
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Drzewo filogenetyczne oparte na badaniach rRNA

Eric Gaba - NASA Astrobiology Institute



Podstawowe pojecia genetyczne

Drzewo filiogenetyczne z osig czasu
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All the major and many of the minor living branches of life are shown on this diagram, but only a few of those that have gone extinct are shown. Example: Dinosaurs - extinct“
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Podstawowe pojecia genetyczne

Drzewo filiogenetyczne uzyskane na podstawie
sekwencji aminokwasowych biatka LeuRS

Euryarchacota

Halobactenalas
Archaea

Bacteria

Andam et al. BMC Evolutionary
Biology 2012 12:85
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Ewolucji morfologicznej towarzyszyta ewolucja genomu!

Wraz z poruszaniem sie po drzewie ewolucji - wskaznikiem jest liczba
kodujgcych gendéw od ok. 1000 dla bakterii do 80 000 dla niektérych kregowcow.

Istniejg 2 drogi pojawiania sie nowych genow w genomie:
1. Przez duplikacje niektérych lub wszystkich genéw w genomie
2. Przez nabywanie gendw od innych gatunkéw

Najwazniejszym mechanizmem powstawania nowych gendw podczas ewolucji genomow jest
duplikacja gendw juz istniejgcych:

1. Przez duplikacje catego genomu

2. Przez duplikacje pojedynczego chromosomu (trisomia 21)

3. Przez duplikacje pojedynczego genu lub grupy genéow
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Duplikacja pojedynczego chromosomu

Przyktady
a) trisomia 21(zespo6t Downa) - zwielokrotnienie jednego chromosomu
b) autopoliploidyzacja — zwielokrotnienie catego garnituru chromosomoéw (rosliny)

interfaza

&

@ -

© /N
> 5 -

¥

&
B
gamety

1001010

profaza II
PRAWIDEOWA MEJOZA NIEPRAWIDEOWA MEJOZA
gamety s3 haploidaine gamety s3 diploidalne

Podtoze autopoliploidyzacji
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Autopoliploidyzacja

Autopoliploidyzacja nie prowadzi bezposrednio do zwiekszenia liczby gendw, gdyz poczgtkowo
powstaje organizm majgcy po prostu dodatkowe kopie kazdego z gendw, a nie nowe geny.

Autopoliploidy najczesciej spotykane sg w Swiecie roslin, rzadko w Swiecie zwierzat.
Rosliny autopoliploidalne sg najczesciej wieksze, bujniejsze, wykazujg podwyzszong zywotnos$¢ niz
organizmy diploidalne, co wykorzystuje sie w rolnictwie.

N s

Rzepak poliploidalny www.macroevolution.net
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Allopoliploidyzacja

Allopoliploidyzacja - krzyzowanie miedzygatunkowe

Allopoliploidyzacja jest jednym z wazniejszych proceséw ewolucyjnych prowadzgcych do powstania
nowego gatunku. Doskonatym modelem do $ledzenia zmian towarzyszgcych temu procesowi s3
sztucznie tworzone gatunki allopoliploidalne. Zapewniajg one wglad w procesy towarzyszace
formowaniu allopoliploidéw podczas najwczesniejszych etapow ich ewolucji.

np. Pszenzyto = pszenica + zyto

www.strube.pl

Pszenzyto
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Duplikacja pojedynczego genu lub grupy genow

(A) Nieréwnomierny crossing-over

sekwencje powtarzajace sig

1.Nierébwnomierny crossing-over T 7T Seomosomew
o . . . - s =
2.Nierdownomierna wymiana chromatyd siostrzanych [
3.Replikacja DNA u bakterii s
p J = RS duPliKaCia- i
4.Poslizg replikacyjny e s

(B) Nieréwnomierna wymiana chromatyd

(C) Podczas replikacji DNA

widetki replikacyjne widetki replikacyjne

Modele duplikacji gendéw
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Duplikacje gendw w ewolucji rodzin ludzkich genow globin

800 m. lat

500 m. lat

40 m. lat
N JEE_ N e NS N e
mioglobina ) ay a 3 G, A ) p
a-globiny p-globiny
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

W ewolucji genomu nastepujg tez rearanzacje istniejgcych genow

1. Duplikacja domen (nierdwnomierny crossing-over) — skutkiem wieksza stabilnos$c biatka
2. Tasowanie domen — skutkiem inna funkcja biochemiczna biatka

o o B B B o
N __M/V\__AM__WC adlipepryd
3 > ? ? ? »

R R R R gen
3I

Domeny strukturalne sg jednostkami w tancuchu polipeptydowym kodowanym przez poszczegdlne fragmenty genu
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Powstawanie nowych genow przez duplikacje i tasowanie domen

(A) Duplikacja domen

l duplikacja odcinka genu B

a A d B d B d Comme
t 3§ t ¢

(B) Tasowanie domen
A domena B domena C— ~———domena X d Y
* * t 1 t
R A i M c | X = Y m
— domena A d B domena Y =
2 - *
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Ewolucja molekularna — droga ewolucji genomow

Nabywanie genow od innych gatunkow

1. Koniugacja (bakterie) — proces odwracalny, mato trwaty, gtéwnie plazmidy.
2. Transformacja (bakterie) - wszystkie gatunki nabyty tg drogg min. kilka gendw
3. Poliploidyzacja (rosliny)

4. Transdukcja (bakterie) — za posSrednictwem wiruséw

Transformacja Transdukcja Koniugacja

Phage

I — | 1
? Bacterial P e v = plazmid chromosom
- == chromosome
_ £
. — » @O\ &
)
2 (@& O &
=5 @G

zblizenie

]

\ polimeraza DNA
\ Bacterial 3 C &\;‘» )
u\/\ cell @ A @
* Bacterial

chromosome
Pamisnon ping Yom Seas Auccee, k¢ 4) @ © © @
O
.J nowy dawca

www.e-biotechnologia.pl

3

www.slideplayer.pl
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