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A filogenetika az evoliciés leszarmazasi kapcsolatok vizsgalataval
foglalkozik. Célja az evollicids torténet feltardsa (indirekt becslé-
se), ilyen médon a biolégia szemléletmddjanak alapvetd eleme. A
leszarmazasi kapcsolatokat a filogenetikai faval (torzsfaval) szemlél-
tetjik. Azonban alkalmazhatésaganak feltételei vannak, a faknak
kiilonbozo tipusai léteznek, a leszarmazason tul tovabbi informaciét
is hordozhatnak. Célunk a torténeti rekonstrukcié logikajanak, az
eredmények értelmezésének bemutatasa.

Az eléadason a DNS szekvencidkon alapulé rekonstrukcidt targyal-
juk, elsodleges cél a gyakorlatok elOkészitése, az alapfogalmak tisz-
tazadsa. Feltételezett eldismeretek: Filogenetika: koncepcid, Filo-
genetika és evolicio, Molekularis 6kolégia: populaciék torténetének
rekonstrukcidja.

Az olvasélecke atnézése kb. 20 percet vesz igénybe.
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Molekularis filogenetika

@ Evolicié: leszarmazasi sorok szétvalasa (kozos 8s), karakterek
divergenciaja
o Karakterek: DNS szekvenciak — szekvencia poziciok

sok karakter — fliggetlenség feltétele
ortolég szekvenciak
karakter allapot (tulajdonsédg): A, G, T vagy C

pozicibban — modellezheto
o Filogenetikai rekonstrukcié — indirekt kovetkeztetés recens
mintazatbdl (tulajdonsagok, mint filogenetikai markerek)
@ molekularis filogenetika
e A — J taxonok (tavolsag)

@ karakterek: szekvencia
poziciék — szubsztitlcié
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@ elonyok és hatranyok
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evollciés esemény: divergencia egy Osi szekvencidbdl — szubsztiticié a

Filogenetikai rekonstrukcié

A molekularis filogenetika célja a leszarmazasi kapcsolatok felta-
rasa molekularis jellemzok, ma elsésorban DNS szekvencidk alapjan.
DNS szekvencidk meghatarozasara standard protokollok allnak ren-
delkezésre, a |épések jelentOs része ma mar automatizalt. A moédsze-
rek gyors fejlodésének kovetkeztében hatalmas mennyiségii informa-
cié all rendelkezésre a legkiilonb6zébb fajokra a szabadon elérheto
szekvencia adatbazisokban, ilyen példaul a GenBank.

A szekvencia pozicidkat egyedek jellemzdinek tekintjik(karakterek),
minden egyedhez a négy lehetséges karakter allapot (A, C, G, T
nukleotidok) egyikét rendeljik. A karakter allapot valtozas (mint
evolicids valtozds) mutécidk, génaramlas, genetikai sodrodas, sze-
lekcié folyamatok kovetkezményei. Igy az evolicié elmélete alap-
jan a valtozast értelmezni tudjuk, a kozos Ost jellemzo szekvenci-
abdl kiindulva divergencia események sorozatan keresztiil, feltéte-
lezve, hogy a vizsgalt csoportunk monofiletikus. Az igy kialakult
valtozatossagbol kiindulva indirekt médon kovetkeztetiink (becs-
lést végziink) a kérdéses csoport leszdrmazasi viszonyaira. Ezt az
eljarast filogenetikai rekonstrukcionak nevezziik, célunk ennek at-
tekintése, inkabb gyakorlati oldalrél megkozelitve. Az egyszeriiség
kedvéért fajok leszarmazasi kapcsolatairdl beszéliink, azonban a tor-
téneti rekonstrukcié logikajat szamos egyéb céllal is hasznaljak.

2



Rekonstrukcio

Filogenetika

Szekvenciak illesztése

@ Rekonstrukcié logikai alapja:

e ortolég szekvencidk hasonldésaga evoliciéjuk kdvetkezménye

e hasonlésag a leszarmazasra és az evoliciés mechanizmusra utalhat —

homoldgia

@ Szekvenciak illesztése: a szekvencia hasonlésag maximalizalasa

o jelentos divergencia — kis mérték{ hasonlésag

e gyakran nem trivialis
o sok adat: statisztikai szempontok, kiilonb6z6 algoritmusok
o kiilonbozo illesztések — eredmények eltérhetnek
o dontés kozottitk: mérdszam kell — a hasonlésagot tiikrozi

o valtozas kiilonbozd tipusainak kezelése (szubsztitlicid, indel)
e szempontok:

o t6bbszorss illesztés kell (vs. paronként)

o lokalis vagy globdlis illesztések

@ De: illesztés vs. valdédi evollcids torténet. . .

o jO illesztés (= maximalis pontszam) # valddi evollicids torténet
e valddi leszarmazas # maximalis hasonlésag

Filogenetikai rekonstrukcié

A torténeti rekonstrukcié elsé 1épése a megfeleld, leszarmazasi kap-
csolatokra utalé karakterek kisziirése. Ez szekvencidk esetén egy-
részt az egy kozds 6sbdl szarmaztathatd genom régiok kivalaszta-
sat jelenti (ortologok, torténhet pl. PCR reakcié soran megfeleléen
megvalasztott PCR primer pérral). Masrészt a kivalasztott région
beliil a szekvencia pozicidkat (a tényleges karaktereket) is rendezni
kell indel (inzercid, delécid) események bekdvetkezése esetén, hiszen
igy a szekvencia hossza is valtozik. Az eljarast szekvenciak tobb-
szoros illesztésének nevezziik — tObbszords, mert a rendezést az
Osszes szekvenciara egyidejlileg hajtjuk végre.

Az illesztése soran elsé |épésben a szekvenciak hasonlésagabdl
tudunk csak kiindulni (segédinforméacidk is lehetnek), ezt prébaljuk
maximalizalni. Lehet trividlis, de gyakran nem az, ha a szekven-
cidk jelentdsen eltérnek egymastél. Kiilonb6zé mddszerek, értéke-
lési szempontok léteznek a hasonlésag kifejezésére, melyek eltérd
eredményt adhatnak — sllyozhatunk az azonossagtdl a modosulas
kiilonbozo tipusainak eltérd kezeléséig. Létezik optimalis mddszer
(Needleman—Wunsch algoritmus), azonban kivitelezése id3igényes.
A legjobb illesztést a valédi szekvencia evollcié kovetkezményének
tekintjik. Ez azonban tobb kérdést is felvet, amire késébb még
visszatérink.
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Evoliciés tavolsag
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Divergencia mértéke: evoliiciés (genetikai) tavolsag
Szekvenciadk: pl. szubsztiticiék szama

o illesztett szekvencidk — hasonlésagbdl tavolsag
e pl. hasonlésdg = azonossdg — tavolsag: eltérd pozicidk ardnya
e indel események fliggetlen kezelése

Tapasztalt és tényleges evollciés események szama eltérhet

e a végtelen pozicié modell

e egy pozicid tobbszor is médosul — becslés modellekkel

e szekvencia evolicié modelljei — paraméterek becslése (pl. lehetséges
atmenetek szubsztiticids ratai) a szekvencia adatokbdl, modell
szelekcid
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Filogeneti

kai rekonstrukcié

Az abra szekvenciak illesztésére szemléltet egy példat, feltételezve,
hogy 1 indel esemény tortént (jele: -). Beszirasaval a szekvenci-
ak kozotti hasonldosag nd. Az illesztett szekvencidk hossza 32 bp
(bazispar, pozicid) a példdban. Amennyiben a hasonlésigot azo-
nos pozicié arannyal jellemezziik, ez 29/32. Azonban a divergencia
mértékére van sziikségiink, igy informativabb az eltéré pozicié arany
(3/32, ahol 3 a tapasztalt szegregal6dé pozicié szam). Példankban a
tapasztalt valtozatossagot jellemeztiik, modern fajokra (A-G) jel-
lemzdnek tekintett szekvencidk alapjan. De nem zarhatjuk ki annak
a lehetéségét, hogy a miltban tortént egy szubsztiticié (mondjuk
T — C az 1. pozicidéban) egy kozos 6sben, majd egy backmutécié
(C — T), amely aztan elterjedt — a tapasztalt valtozatossag alapjan
a tényleges szubsztiticié szamot igy alul becsiilhetjiik.

A szekvencia evolicié részleteitdl eltekintve (ldsd neutrélis evoli-
cié, koaleszcencia), egyszer(i szekvencia evoliciés modellek se-
gitségével becsiilhetd a taxonok kozotti, szubsztiticidkra vonatkozo
genetikai (evoldcids) tavolsag az illesztett szekvencia adatokbdl. A
rekonstrukci6 torténhet e modellek (a becsiilt tényleges szubsztitiicid
szam) figyelembe vételével. A legjobb modell kivilasztisa (a mo-
dell szelekcié altalanos logikdja alapjan), azonban a leszarmazas
ismeretét tételezné fel.
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Fa konstrukcié

@ Szekvencia adatok — illesztés — evollciés modell — fa
o Filogenetikai fa: topoldgia és aghosszak

o gyoOkértelen és gyokeres fak
e dichotémia és politémia

o lehetséges topoldgidk szdama — taxon szammal gyorsan nd (gyokértelen

fak): 5 taxon: 15, 10: 2027025, 20: 2.2 x €%, 100: 1.7 x '8
additiv fak aghossz becslése gyakran egy kovetkezo épés
(médszerfiiggd)

@ Eredmény: a valédi torténet becslése
@ Fa konstrukciés moédszerek: karakter allapotok vs. genetikai tavolsag

B cC B A c C A B
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Filogenetikai rekonstrukcié

A torténeti rekonstrukcié kovetkezo Iépése a torténetet szemléltetd
filogenetikai fa (torzsfa) elkészitése. Feltételezziik, hogy egymas-
tél fliggetlen karakterekbdl indulunk ki (vagy a nagyszamd karakter
miatt a korrelaciétdl eltekintiink) és az evolicié divergens jellegi,
ahol egy kozos 0sbdl egyidejiileg két leszarmazasi sor szarmazhat
(lasd filogenetikai fa). Azonban a lehetséges taxon elrendezések
(topoldgidk) szama gyorsan nd a taxon szdmmal (kiszamolhatd). 3
taxonnal még egy elrendezés lehetséges (bal oldali dbra, gyokértelen
fa). Azonban a gyokér (a csoport utolsé kozos ése, MRCA) rog-
zitésével ez 3 lehetséges fanak felel meg. A rekonstrukcié sokszor
gyokértelen fat eredményez, a leszdrmazasi sorrendet is tiikr6z6 gyo-
keres fat pl. a kiilcsoport utélagos kijelolésével kapjuk. Amennyiben
a rekonstrukcié feltételei teljesiilnek (az evolicié valéban a feltéte-
lezett divergens jellegii), ezek egyike a valédi torténetet szemléltetd
fa — de melyik?

A fa konstrukciés méddszereket kiillonb6z6 szempontok szerint cso-
portositjuk. Kiindulhatunk karakter allapotokbél (nukleotidok, ka-
rakter allapot valtozds modellezhetd) vagy paronkénti genetikai
tavolsagokbdl és a fat ezekbdl készitjiik. Néhany eljaras (pl. hibri-
dizaciés mddszerek) nem szekvencidkat, hanem tévolsagokat ered-
ményez, ez esetben az utébbiakat kell hasznalnunk.
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Fa

konstrukcid

Fa konstrukciés mdédszerek: algoritmikus és optimalizaciés médszerek

Genetikai tdvolsagon alapl algoritmikus moédszerek:
e gyors, egy additiv fat eredményez, de pontatlan
o UPGMA (ultrametrikus fa), neighbor-joining (NJ)
Karakter allapotokbdl kiindulé optimalizacié

keresés a fak terében
a fa pontszdma — dontés (kritérium)

maximum likelihood (ML): fa likelihood, eredménye egy additiv fa,
modellek hasznalata

maximalis parsziménia: fa hossza, kis divergencia esetén, alt. tobb fa

Minimum evolicié (ME): tavolsagbdl kiindulé optimalizaciés médszer

Illesztett szekvencidk (adatmatrix): Téavolsagmatrix:
@ tavolsagon alapulé médszerek: gt e
genetikai tavolsag — fa g

GI01 o
p-tavolsag &2
3104

GIO!
Gl09 GAATAATTGGCTCAGC

@ karakter allapot valtozds — fa | \ /

Filogenetikai rekonstrukcio

Filogenetikai rekonstrukcié

Karakter allapotok alapjan a tavolsag becsiilheté (modellek), amely-
bol fa késziilhet. Ez azonban informacid vesztéssel jar. A modszerek
masik csoportja a karakter allapot valtozasokat kozvetlendl veszi fi-
gyelembe a rekonstrukcié sordn. Egy masik osztalyozasi szempont
alapjan a médszerek egy része optimalizacion alapul, vagy a fat vala-
milyen algoritmus alapjan ,,épitik”. Ez utdbbira példa a hierarchikus
osztalyozasra gyakran hasznalt UPGMA, genetikai tavolsagokra al-
kalmazva. A méddszer ultrametrikus fat eredményez, hasznalata csak
akkor javasolt, ha a molekularis 6ra feltételezheté. Egy masik, alta-
ldanosan haszndlt szintén agglomerativ, tavolsagokbdl kiindulé méd-
szer a Neighbor-joining (NJ).

Az algoritmus mddszerek elénye az, hogy gyorsak és egy additiv fat
eredményeznek. Azonban az optimalizaciés modszereknél pon-
tatlanabbak. Az optimalizaciés médszerek a fakhoz egy pontsza-
mot rendelnek, ez maximalis parsziménia (MP) esetén a fa hossza
(karakter valtozasok szama az 6sszes karakterre), mig a maximum
likelihood (ML) logikajan alapul6 becslések esetén a fa likelihood
értéke. A fa kivalasztasa pontszam szélsGérték keresést jelent (legro-
videbb fa, maximalis likelihood). Tekintettel a lehetséges topoldgiak
nagy szamara keresést végziink a fak terében, erre kiilénb6zé algo-
ritmusok léteznek. Az ML és MP modszer karakter alapu.
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Filogenetikai rekonstrukcié

Gyakorlatban féleg az ML preferalt — megbizhatésaga: bootstrap
Bayes mddszer: poszteriori eloszlas, likelihood

Konszenzus médszerek

Eltérd feltételek, nincs legjobb médszer — optimalizacids kell
Szadmos egyéb lehetéség (pl. particionalt elemzések, szuperfak)

Evollcié: leszarmazasi sorok szétvalasa és karakterek divergencidja

e nem fliggetlen problémak

o illesztés, modell szelekcid, fa konstrukcid elkiilonitése a gyakorlatban —
athidalasara egyéb eljarasok

o karakterek filogenetikai markerek — filogenetika ismeretében tesztelhet6

@ bootstrap szekvencia pozicidkra

Tllesztett szekvenciak:

@ rekonstrukcido a mintakra

ML

@ monofiletikus csoport hany

ismétlésben all el LN
o feltiintetése a fan (tdmogatottsag) WL ML 0

Bootstrap: kladok timogatottsaga

Filogenetikai rekonstrukcié 6/8

Az ML a gyakorlatban az egyik leggyakrabban alkalmazott méd-
szer. El6nye, hogy a szekvencia evoliciés modellek kezelése kézen-
fekvo. Hatranya az, hogy a rekonstrukcié idéigényes. Mint minden
becslésnél, sziikség van a becslés megbizhatésaganak jellemzésére
is. Erre egyik altaldnosan haszndlt eljards a bootstrap, az dbra ezt
szemlélteti. Az egyes klddok karakterek altali tdmogatottsagara ad
informaciét. Egy masik altalanosan hasznalt rekonstrukcié a Bayes
logikan alapul. Ebben szintén kdzponti szerepli a likelihood (és igy a
modellek), eredménye a fak (és dghosszak, paraméterek) poszteriori
eloszldsa. El6nye, hogy a becslés megbizhatésagara is informativ.
Azonban a prior eloszlas definidlasa vitatott.

Végezetiil szlikséges lehet kozos konkllzid levonasara tobb fa infor-
macié tartalma alapjan, melyre kiilonb6zd, un. konszenzus médsze-
rek allnak rendelkezésre (pl. az MP gyakran tobb fat eredményez).
A médszerek eltérhetnek feltételeikre vald érzékenységiikben, ezért
javasolt tobb kiilonb6z6 rekonstrukcids logika alkalmazasa.

A rekonstrukcié célja a valodi torténet becslése, azonban van néhany
probléma, amire figyelemmel kell lenniink. Igy példaul az illesztést,
modell szelekcidt a fa konstrukciotdl fiiggetleniil kezeltiik, vagyis az
elébbiek bizonytalansaga nem jelenik meg a fa becslésében. Ha rossz
az illesztés, akkor a leszarmazas becslése is rossz lesz.
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Rekonstrukcié kivitelezése (gyakorlat)

@ GenBank

o keresés taxonra

e ortolég szekvenciadk, azonositdk, részletes informacidk
o keresés szekvencia alapjan, BLAST

@ Szekvencia file formatumok — .FASTA file, .NEXUS file, formatum
konverzid

o lllesztések (Clustal, Muscle)

e Modell szelekcié (JModeltest)

@ Webszerverek

;?GGCTTACGTGTGGTTCGTGATGCTTGGAGA
;?GGCTTACGTGTGGTTCGTGATGCTTGGAGA
;gGGCTTACGTGTGGTTCGTGATGCTTGGAGA
;gGGCTTACGTGTGGTTCGTGATGCTTGGAGA
;%GGCTTGCGTGTGGTTCGTGATG—TCGGAGA
;gGGCTTGCGTGTGGTTCGTGATG—TCGGAGA
;gGGCTTGCGTGTGGTTCGTGATG*TCGGAGA

B ClustalX (1.83)

File Edit Alignment Trees

Colors

Multiple Alignment Mode ~

Quality Help

Font Size:|10 ~

LGRS

ruler

A gyakorlaton a GenBank adatbazisbdl letoltott DNS szekvenciak-
kal dolgozunk. Minden szekvencidnak egyedi azonositdja van, ezzel
tudjuk egyértelmiien hivatkozni. A szekvencidkat legegyszeriibben
FASTA file formatumban tudjuk letolteni. A FASTA egy ASCII
text file, ahol a szekvencidkat a ">" karakterrel kezd6d6 szekvenciat
azonosit6 sorok véalasztjak el (néhany tovabbi megkétés is van). A
nukleotidokat egybetiis kédjukkal adjuk meg, az ,indel” jele -. A
hianyz6 adatot 'N’ karakterrel jeloljik. A NEXUS szintén egy alta-
lanosan hasznéalt standard, amely kiilonb6z6 blokkokbdl all (taxon,
adat, fa stb.) és tobb informéaciét térolhat.

Az illesztésekhez a ClustalX és a Muscle programokat hasznal-
juk. A globalis illesztést végzd Clustal készit egy segédfat (ez egy
UPGMA fa a paronkénti illesztések alapjan), ez nem keverendd a
filogenetikai faval. Ezek mellett szdmos egyéb eltérd logikan alapuld
szoftver létezik, illetve tobb online is futtathaté webszervereken. Az
illesztett szekvencia adatokat FASTA file-ba mentjiik. Ez kovetkez6
|épésben felhasznalhaté szekvencia evoliiciés modell becslésre, erre
is kilonb6z6 szoftverek léteznek. Egyik ilyen a JModeltest, amely
szamos kilonb6zd modellel szamol. A modellek tesztelésének ré-
sze elsO |épésként egy fa készitése, a modellek tesztelése ezen a fan
torténik (szintén csak egy segéd fa).
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Rekonstrukcié kivitelezése (gyakorlat)

Fa file formatum — Newick, .NEXUS
Rekonstrukcié Mega szoftverrel

Bayes rekonstrukcié (MrBayes)
R szoftver

e szekvencidk, fak, tavolsagok, modellek
e APE csomag
o karakter evolicié R-ben

Newick (New Hampshire) fa formatum

monofiletikus csoportok zardjelben d

pl. (((A.B),C),D.((EF).G));

megjelenitése MEGA-ban

Filogenetikai rekonstrukcié

Kovetkezo 1épés a fa elkészitése, erre a MEGA szoftvert hasznal-
juk, melyben tobb modszer is elérhetd. Futtathaté beldle a Clustal
és Muscle is, illetve a bootstrap is kivitelezheté (de a bootstrap fa
nem azonos a legjobb becsléssel!). Emellett szdmos egyéb céllal
is alkalmazhaté szekvencia elemzésre. Azonban az adott célra ké-
sziilt specifikusabb szoftvereket nem helyettesiti (pl. PhyML, RaxML
webszerverek). A MEGA sajat file formatummal rendelkezik, de a
FASTA importalhato.

A fak szamitégépes reprezentacidjara szolgadl a Newick fa formatum
(pl. text file-ban). A monofiletikus csoportokat zardjelekben adjuk
meg, felsorolasuk sorrendje tetszdleges. gy egy adott torténet sza-
mos kiilénb6zé médon leirhatd (és dbrazolhatd). A ’;' karakter a sor
végén kotelezd elem. Aghosszak, bootstrap értékek is megadhatéak,
gyokeres és gyokértelen fa leirdsara egyarant alkalmas.

A statisztikai problémak kezelésére megismert R szoftverben a
megszokott médon kezelhetéek a DNS szekvencidk vagy a fak, eh-
hez egy kézenfekvo megoldast kinadl az APE csomag. llyen médon
konnyedén végezhetiink tovabbi elemzéseket is példaul az aghosszak-
kal, vagy szamolhatunk filogenetikai diverzitast. Karakter evolicié
elemzésekre is szamos lehetOséget nyljt, erre kiillonb6zé csomagok
allnak rendelkezése.
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Ellenorzo kérdések
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Mit értiink filogenetikai rekonstrukcié alatt?

Miért a szekvencia pozicidkat és nem a teljes szekvenciat tekintjiik
karakternek?

Milyen folyamatok magyarazhatjadk a karakter allapot valtozast?
Mi a szekvencia illesztések célja?

Miért lehet félrevezet6 a szekvencia hasonlésag a leszarmazasra
vonatkozdan?

Mit értlink evoltcids tavolsag alatt?
Miért van sziikség szekvencia evoliciés modellekre?
Hogyan csoportositjuk a fa konstrukciés modszereket?

Az UPGMA modszer alkalmazéasa miért jelenti a molekularis éra
feltételezését?

Miért lehet sziikség bootstrap eljarasra a rekonstrukciét kovetéen?
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