VL

ANIEL

GERBER D
gerberd1990@ gmail.com .

»
.
.

OADO

EL




MI AZ A FILOGENETIKA?

S

- Evoltcios leszarmazasi (alias rokonsagi) kapcsolatok feltarasat,
vizsgalatat célz6 tudomanyteriilet

- Avizsgalatot klasszikusan egymassal kozelebbi-tavolabbi rokonsagban
1év6 fajok kozott szoktak elvégezni, de fajon beliili kapcsolatok tisztazasa
sem ritka (csak sokkal nehezebb)

- Egyszert(bb) és bonyolult matematikai modelleket alkalmaznak a fajok
kozotti rokonsagi és/vagy evolacids kiillonbségek és hasonlosagok
feltérképezésére

- A szamitasoknal hasznalt valtozok a vizsgalt fajok/egyedek 1ényegében
barmely mérhet6 tulajdonsaga koziil kikeriilhetnek, a 1ényeg, hogy 0ssze
lehessen ezeket hasonlitani (ergo minden vizsgalt mintaban legyenek
kozos tulajdonsagok*)

- Szamos alkalmazasi teriilete van a rendszertanon feliil, geografiai
elterjedés modellezésétol evolucios trendek feltérképezésén keresztiil
igazsagligyi felhasznalasig




MILYEN VALTOZOKAT
HASZNALUNK?
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Lungfishes Tetrapod stem group Tetrapod crown group
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Necceratodus (top)
johog (boltom})
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Klasszikusan:
1) Anatomiai jellegek
(kladisztika)
2) DNS szekvencia
3) Fehérje szekvencia

DAN GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT — ASASC3,1 14 SIKLWPPSETTRLLEVERMANNEST. ,PSIFTRK. .YGSLSKEEARENAKQIEEVACSTANQ. ... .HYEKEPDGDGGSAVALYAKECSKLIEEY!
BRAHNI GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT B4F917.1 13 SIKLNPPSE}STRIMEVDRWNN_ ST..ESIFSRK. . YRLLGKAEAHENAKTIEELCFALADE, ... .HFREEPDGDGSSAVALYAKETSKMMLEY
BALOCHI®1  GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT — A951v2,1 23 VFKLWPPSAGTREAVROKMALKLSS. .ACFESAS. . FARIELADACEHARAIEEVAFGAAQE. . . . . .ADSGGDKTGSAVYMYYAKHASK
BALOCHI®2  GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT B9GSN7.1 13 SVKLWPPGESTRLM y SRK. . YGLLSKEEAEEDAKKIEEVAFARANQ. . . . . HYEKAPDGDGSSAVEIYAKESSR
BALOCHIO3  GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT QBHO56, 1 30 8 Q 3 R. .YGAVPARDAEPAARGIEAEAFDAARA, . SGEAARATASYEEGIKALALYSKEYSR
MAKRANIO2 ~ GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT — (Q0D4Z3.2 44 SLSIWPPSERTRDAWY AR, . YGAYPEREAGRARRAYEAEAYARVTES . SSARARRPASYEDGI EVLAAYSKEY SR
MAKRANIO1  GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT BIMVINE, 1 56 SFSIWPPTERTRD 'E..YGTIPKEEQSERSRRIEEERFSGHST.......VRSSEKDGLEVLRLYSKEIS&

UYGo1 GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT — QOIYCS,1 29 SFAVIWPPTRRTRDAWVRRLVAY| TALRKRYRYGAYPAADAERAARAYEADAFDAASA, . . . S55555SVEDGIETLALYSREY SNRLI
PAK GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT — ASNW46,1 13 SIKLWPPSESTRLMLYERM SFFSRK. . YGLLSKEEARENAKRIEETAFLAAND. . . . . HEAKEPNLDDSSWVEF YAREASKLHM
CHIN GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT — Q9C500,1 57 SLRIWPPTAKTRDI E SILSKR. .YGTLKSDDATTVAKLIEEEAYGVASN. . ... ..AVSSDDDGIKILELYSKEISKR
GEORG GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT Q2HRI7 .1 25 NYSIWPPKERTRDAWKNRLIETL SVLTKR. . YGTMSADEASAAARI AIEDEAFSVANA. . . . . . . SSSTSNDNVTILEVYSKEISK ‘
UYGo2 GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT — Q9M7N3,1 28 SFKIWPPTARTREAV | !, . YGVIPEEDATSARRIIEEEAF SYASY , ASAASTGGRPEDEWI EVLHIYSOET XARVVE
uYGes GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT Q9M7NE, 1 25 SFSIWPPTARTRDAVINRLIESLST. .PSILS LYGTLPODERSETARLIEEEAFARAGS., ..\ .y .. TASDADDGIEILAVYSKEI SKRMID
uYGo4 GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT  Q9LES2,1 A ERM ITT..PSIFSRK. .YGLLSYEEREQDAKRIEDLAFATANK, . ... HFANEPDGDGTSAVHYYAKESSKLY

IRN_NEOO1 GATCACAGGT CTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT Q9ME51, 2
IRN NEO0O2 NATCANAGGT NTATCACCCT ATTAACCACT CACGGGAGCT CTCCATGCAT B9R748.1

LYGSLTKDEATENAKRIEDIAFSTANG, . . . . OFEREPDGDGGSAVALYAKECSK
YGTISHDEAESAARRIEDEAFGYANT . .. ... .ATSAEDDGLEILELYSKEISERM



MOLEKULARIS
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- (Tobbszorosen) Illesztett szekvenciakkal indul (1d. el6z6 6ra) AcaTicdaricTia- citle

- Alapvetden a szekvenciak kozotti kiilonbségek és hasonlosagok
adjak meg két minta egymastol valo filogenetikai tavolsagat, AccricdrcTia- clle
ezzel egylitt a koztiik 1éve evolacids (genetikai) tavolsagot, és a
vizsgalatba bevont mintak egymashoz viszonyitott rokonsagi NecachacThiTenle
kapcsolatait

- Minél nagyobb eltérések vannak a genetikai (v. aminosav) cleea-acTATC AR
szekvenciak kozott, annal nagyobb a két minta kozotti
evolicids tavolsag. Mondhatnank... de a helyzet ennél sokkal TGTTCGTCTACCARA
bonyolultabb.

- Okosok kitalaltak és a gép kiszamolja nekiink, akkor miért kell
tudnunk mi folyik a hattérben?

A gép azzal szamol amit adunk neki, és ha nem tudjuk, j6-e, amit neki adunk, vagy nem tudjuk, mit
és hogyan kell a gépnek szamolnia (mert a gép se tudja magatol, miért tudna?), akkor rosszul
szamol, rossz eredményt kapunk, jon a vilagvége.



FILOGENETIKAI ELEMZEST
BEFOLYASOLO TENYEZOK I

F6bb szempontok (a teljesség igénye nélkiil):
Mutaciods rata:

Sokszor el6fordul (még fajon beliil is akar!), hogy bizonyos genetikai elemek, genomi szakaszok, vagy akar a teljes
genom egy evolacids szétvalas utdn az egyik fajban gyorsabban valtozik (mutalédik), mint a masikban (vagy a
masikban lassabban, mint az egyikben, vagy mindkett6 sebessége ellentétesen valtozik). Ennek kozvetlen
kovetkezménye lehet pl. rossz rokonitasa a vizsgalt fajoknak (pl. lelassult mutacios rataja fajok a sok hasonlo, un.
konzervalt genetikai elem miatt rokonként tlinhetnek fel).

Mutaciok tipusai:

Pontmutaciok I:

Synonymous (aminosav (tovabbiakban AA) sorrendet nem befolyasolja), non-synonimous (AA sorrendet
befolyasolja, szelekcios er6k hatnak ra), kett6 metszetén pedig a neutralis mutacid, ami ugyan valtoztathatja az
AA sorrendet, de kiilonosebben nem befolyasolja az él6lény fitneszét (bar hossz tavon alt. ezek felel6sek egy
csomo6 evolaciés ajitasért). Ezek osszességében komolyan befolyasoljak pl. a mutaciés ratat, vagy kiilonbozé
vizsgalt gének fajok kozott megfigyelhetd eltéréseit: nem mindegy, milyen genetikai elemet v. fehérjét
valasztunk fajok osszehasonlitasara! Sok szempontot figyelembe kell venni, de a szelekciés nyomas
megléte/hianya az egyik legf6bb tényez6, mert ez befolyasolja a filogenetikai elemzés felbontasat (roviden: pl.
kozel rokon fajoknal nem érdemes 400 milli6 éve valtozatlan gént valasztani)



FILOGENETIKAI ELEMZEST
BEFOLYASOLO TENYEZOK I1I
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Pontmutaciok I1:

Back mutacioknak nevezziik azokat a szekvencialis valtozasokat, melynek soran egy karakter (AA vagy
nukleotid) eredeti 6si allapotara mutalodik vissza. Ennek nyilvanvalé kovetkezménye az adatsorokban létrejove
zaj vagy falspozitiv hasonlosag két szekvencia kozott. Szintén sziikséges figyelembe venniink, amennyiben
ismeriink a vizsgalni kivant szekvencidinkban ilyet, az in. hotspotokat, melyek olyan nukleotid (ritkAbban AA)
pozicidk, melyek olyan gyakran valtoznak, hogy nem hordoznak valés filogenetikai szignalt, csak zajt generalnak.

Inszercidk és deléciok:

Mind egyes nukleotidok szintjén, mind kromoszéma szinten el6fordulnak inszercidk és deléciok, kozos neviikon
indelek. Ezek, és mas kromoszomamutaciok (inverzidk, transzlokaciok, stb.) azok, melyek igen valtozatos modon
tudjak befolyasolni kozvetve (pl. kromoszoéma toréspontokon vagy frameshift mutacié miatti felgyorsult mutacios
rata) és kozvetleniil (szekvenciahossz valtozas) a filogenetikai elemzésiinket.

Hogyan tudunk ezek ellen a hatasok ellen védekezni?

4 7”7

Indelek: illesztésekkel (VO el6z6 éra) k('jnnyedén kikiiszobolhet6ek (ugyanakkor tovabbi kozvetett hatdsaikra bonyolult matematikai-statisztikai

modelleket és specialis vizsgalati stratégiakat kell kidolgozni, de ez advanced level, akit érdekel, keressen engem, adok irodalmat szivesen)

Pontmutaciok: kiilonboz6 matematikai-statisztikai modszerekkel modellezhetjiik az evolicios valtozasokat térben
és id6ében, melyekhez a korabban emlitett valtozokra, mint inputra van sziikség. Ezek segitségével jobban
megérthetjiik a fajaink (tulajdonsagai) kozotti kiillonbségeket, és biztosabb eredményre juthatunk.



FILOGENETIKALI
MODSZEREK ATTEKINTESE
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AlapvetGen kétféleképpen allhatunk hozza a (molekularis) filogenetikai elemzésnek:

- Nem vessziik figyelembe a mutaciok és egyéb biologiai jelenségek altal generalt befolyasolo tényezdket, és
csak a direkt eltéréseket szamoljuk le a szekvencidink kozott. Ez bevett mddszer nagyon kozel rokon, vagy
fajon beliil végzends filogenetikai elemzés esetén, ahol a back mutacidk, indelek, stb. nem jatszanak még
akkora szerepet, hogy komolyabb zajt generaljanak, illetve szelekcios tényez6k még nem jelennek meg olyan
nagy mértékben, amit figyelembe kéne venni. El6fordul még, hogy filogenetikai modszerek josaganak
tesztelésekor alkalmazzak. Ezt a megkozelitést nevezzik Hamming-tavolsagszamitasnak a
filogenetikaban.

- Figyelembe vesszilk a befolyasold tényezoket, és sulyozzuk az eltéréseket kiillonboz6 kisérletesen
megallapitott pontozomatrixok vagy evolaciés (in. szubsztitiiciéos) modellek segitségével. Ilyenek
elérhet6ek DNS és fehérjeszekvenciakra, sot, indelekre is vannak mar sikeres probalkozasok. Ezeknek a
lényege, hogy egyes AA-k vagy nukleotidok eltéré valoszintiséggel és gyakorisaggal alakulnak at egymasba.
Szamos ilyen szubsztitaciés modell 1étezik, ezek megfelel§ kivalasztasa kritikus 1épés, de programok is
segitenek mar ebben.

A modellvalasztasunkkal egyiitt aztan alkalmazunk valamilyen filogenetikai modszert (Id. kés6bb), mellyel
megkapjuk a filogenetikai elemzés kimenetelét: a filogenetikai fat.
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A filogenetikai fa mutatja meg nekiink a
vizsgalt taxonok kozotti

kapcsolatrendszert I— J L J |

Tobb modon abrazolhatjuk:

- kladogram (sima
kapcsolatrendszer)

- filogram (evolucios tavolsagok is
jelolve vannak rajta)

- gyokértelen (unrooted) (nem
ismert az evolaci6 iranya)

- gyokereztetett (rooted) (ismert az
evoldci6 iranya)

Kladogram, gyokereztetett Filogram, gyokereztetett

Kladogram, gyokértelen Filogram, gyokértelen
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A filogenetikai fan rendszertani csoportokat %2";??“'3"3/
alakithatunk ki/ismerhetiink fel, illetve sok esetben -Polpr))h;/I)Y

meglévot modositunk j molekularis adatok
bevonéasaval.

Néhany alapfogalom:

Monofiletikus csoport (Monophyly):

Olyan csoportja fajoknak (OTU-knak), melyek egy
kozos 6stol erednek, és annak minden (ismert) ¢
leszarmazottjat magaban foglalja (pl. madarak).
Parafiletikus csoport (Paraphyly):

Olyan csoportja az OTU-knak, melyeknek kozos
rendszertani 6se van, de abba nem tartozik bele
minden leszarmazott (pl. halak, hiillok).

Polifiletikus csoport (Polyphyly):

Olyan csoportja az OTU-knak, melyeket onkényesen
egy-egy meghatarozott tulajdonsaguk alapjan
sorolunk egy csoportba, de ezen tulajdonsagaikra
nézve nincs kozos 6siik, azok konvergens evolucioval
jottek létre (pl. melegvériiek).

Diapsida

Reptilia

Tetrapoda

Vertebrata
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FGbb részei:

Ag (branch): kladogram esetén egyenhossz, filogram esetén az

root

aghossz (branch length) reflektiv a genetikai/evolaciés
tavolsagra (minél hosszabb, annal nagyobb a tavolsag)

branch

OTU (Operational Taxonomic Unit) az agak végén levo fajok,
egyedek, mintak, lényegében barmi, ami éppen vizsgalat alatt van,
az 6 rokonsagi viszonyait nézziik a fan

Elagazas (node): két (vagy tobb) OTU szétvalasat jeloljiik vele

7

OTU 3

Node

(és a kozos 6st). Altalaban bifurkalis (egy ndéduszbol két OTU
szarmazik le), de el6fordul tobbes elagazas is (trifurkalis - 3,
politomia, N>3; oka lehet valos biologiai esemény, hibas/zajos

adatsor, szamolasi hiba)

Belcsoport (ingroup): az osszes vizsgalt OTU-t magaban
foglal6 agak 0sszessége

Kiilesoport (outgroup): egy vagy tobb olyan OTU, ami
evolacidsan kiviil esik a vizsgalni kivant OTU-k csoportjan, igy
tudunk vele gyokereztetni, azaz meg tudjuk vele adni az evolicid
iranyat.

OTU 4

Outgroup

Ingroup




A GYOKEREZTETES

Kozel sem annyira egyértelmi gyokereztetni egy filogenetikai fat, mint OTU 3 Real Outgroup
elsére gondolna az ember. Kiilcsoportot valasztani legalabb olyan
koriiltekintéssel kell, mint evoltacids modellt: ha evolacidésan tal tavoli,
akkor lecsokkenti a vizsgaland6 taxonok kozotti varianciat, ha tul
kozeli, fennall a veszélye, hogy véletlen belcsoporthoz tartoz6 OTU-t OTU 2
jeloliink ki, ami miatt értelmetlenné valnak az elagazasok.

OTU1

OTU4

Olyan is el6fordul, hogy nem ismeriink kiilcsoportot, ekkor kiilonb6z6
alternativ megoldasokkal operalhatunk, pl. két egymastoél legnagyobb
tavolsagra 1évé OTU kozott félaton jeloljik ki a gyokeret egy

gyokértelen fan, vagy a legnagyobb 4ghosszi OTU-t jeloljiik ki - 01Ut
kiilecsoportként (de leginkabb ezek keriilendGek). OTU 2
OTU 3

— m— Real Outgroup

OTU 4



FILOGENETIKAI
MODSZEREK

Szamos filogenetikai modszer létezik, ami szekvenciakkal és/vagy
anatomiai jellegekkel dolgozik. Ma mar kifinomult szoftverpark all a
felhasznalo6 rendelkezésére, mellyel nem csak rokonsagot és evolacios
tavolsagot lehet kiszamoltatni, hanem szétvalasi idot, hibridizacios
eseményeket, palacknyak meglétét, idejét és mértékét, populacioméretet,
stb. is, akar egyetlen egyed mintajabol is. Viszont éppen a nagy valaszték és
a bonyolult, de cserébe rendkiviil valtozatos és kifinomult
smatematikai-statisztikai modszertan miatt érdemes tisztaban lenni azzal,
1 hogy milyen lehet6ségei, korlatai és hibaforrasai vannak egy ilyen .
; vizsgalatnak.
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Tavolsag alapta modszerek:

Viszonylag egyszert felépitésti moédszerek, 1ényegiik, hogy illesztett OTU  OTU  OTU OTU
szekvenciak kozotti tavolsagot (Hamming vagy szubsztiticios modellel 1 2 3 4
egyutt) kiszamitjuk, az eredményeket egy pontozomatrixban

felvezetjiik, amibdl aztan kilépegetjiik az OTU-k egymashoz viszonyitott | OTU

helyzetét /tavolsagat. 1 0
Elényok: egyszertiek; gyorsak; kis szamitasi kapacitast igényelnek, ezért
nagy méretii adatsorokon sem kell években szamolni az eredmény OTU 1 0
megsziiletését 2
Hatranyok: egyszertiek, vagyis pontatlanok, bonyolult filogenetikai
.y D : OTU
probléméakat nem igazan lehet vele megoldani. 3 22 | 14 0
Alkalmazasi teriiletek: nagy szamu és nagy méretli adatsorok; kozel
rokon vagy fajon beliili diverzitas/leszarmazas vizsgalata OTU
Modszerek: Neighbour Joining (NJ), UPGMA, Median Joining 4 3,1 2,6 1.9 0

Network (MJN), Minimum Spanning Network (MSN), stb.
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Karakter alapti modszerek: PR S Y et A
Bonyolult, komplex matematikai modelleket alkalmaz6 filogenetikai mddszerek, o

karakterek (AA, nukleotid) kozotti allapotvaltozasokkal statisztikaznak kizarolag
szubsztitaciés modellek alkalmazasa mellett. Sok fajtaja van, elég nagy
kiilonbségek vannak a szamolasi médok kozott, osszefoglalva amit érdemes
tudni:

Elonyok: a legtobbje nagyon pontos, nehezen feloldhat6 kapcsolatokra is
talalnak megoldasokat, precizen és megbizhat6an szamolnak | el

" Bayes (Beta(1,1))

> Jeffreys (Beta(1/2,1/2))

3 Haldane (Beta(0.0)) <

Hatranyok: csodat egyik se tud tenni, csak mert karakter alapti modszer, még 03 premrm——————

adhat rossz eredményt; iszonyatosan nagy szamitasi igénytiek, sok esetben 04 % Ko208220 3
szerverhattér sziikséges a miikodtetésiikhoz, lasstiak b  ilooeos ]
Alkalmazasi teriiletek: genomika, komplex evoltciobioldgiai és T k0semio ]
populaciégenetikai problémak feloldasa, nagy adatsori zaj/evolicios tavolsag o2 * E
lekiizdése
Mobdszerek: Bayesi filogenetika, Maximum Likelihood (ML), RV

Maximum Praszimonia (MP) 02 4 o sl e de 1820
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