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Téma: Molekularna fylogenetika

Uvod:

Spravne ur¢enie pribuzenskych vzt'ahov medzi organizmami a vyclenenie druhovych hranic je ¢asto
nevyhnutné pre d’alsi aplikovany vyskum, ochranu prirody a poznanie biodiverzity. Po dlht dobu v
biologii prevladal hierarchicky systém klasifikacie, v ktorom sa pribuzné druhy zdruzuja do
spolo¢nych vyssich taxonomickych jednotiek, ako su rody, ¢elade, triedy a pod.. Od polovice 20.
storocia sa vSak do popredia dostava aj moderna fylogeneticka systematika vyuzivajica kladisticku
analyzu. Vztahy medzi organizmami su potom vyjadrené vo fylogenetickom strome, tzv.
kladograme, ktory pozostava zo série dichotomickych vetveni, kde kazdy vetviaci bod zodpoveda
rozchodu dvoch druhov zo spolo¢ného predka. Vela novych zisteni priniesol v poslednych
desatroCiach rozvoj molekularnej biologie a vyuzitie sekvencii DNA na rekonsStrukciu
kladogramov. Tie totiz poskytuju velké mnozstvo znakov s podobnou pravdepodobnostou zmeny
a umoznuju urcit’ pribuzenské vztahy aj medzi organizmami s vel'mi jednoduchou stavbou tela,
z ktorych by sme inak nedokézali ziskat’ dostatok morfologickych dat.

Jednou z metdd, ako sa da takyto kladogram zo sekvencii ziskat' je UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) aprave to ako tito metdda funguje si vyskuSate
V nasledujucej ulohe.

Pomdocky: pisacie potreby, pravitko

Postup:

Zakladnym principom tejto metddy je, ze sa dvojica druhov (klastrov) s najnizSou hodnotou
vzdialenosti (vyjadrenou napriklad jednoducho ako pocet substiticii medzi homologickymi
sekvenciami dvoch druhov) v matici spoji do nového klastra vysSieho radu. To sa opakuje
v niekol’kych iteraciach, az kym neziskame jeden vysledny spolo¢ny klaster. NizSie je na ukazku
detailne popisany postup na priklade Styroch hypotetickych druhov A-D. Na zaklade toho potom
budete nasledne spracovavat’ vas subor dat.

A
A 0 B
B 6 0 C
C 7 3 0 D
D 8 9 4 0

Iteracia 1: Dvojica s najnizS§ou hodnotou vzdialenosti (poctom substitucii) je v tomto pripade C a D,
ktoré teda spojime do prvého klastru (C, D). Relativny vek nového klastru vypocitame tak, Ze



hodnotu vzdialenosti medzi dvoma sekvenciami (resp. ich klastrami) jednoducho vydelime dvomi.
V tomto pripade je teda relativny vek nového klastru 4/2 = 2. Potom vytvorime novi maticu
vzdialenosti, v ktorej uz nevystupuju druhy C a D samostatne ale ako klaster (C, D). Vzdialenost
nového klastru (C, D) od druhu A vypocitame ako priemer povodnej vzdialenosti druhu C od A a
druhu D od A. Vysledna vzdialenost’ klastru (C, D) od druhu A je teda (7+8)/2 = 7,5. Podobne
potom vypocitame aj vzdialenost klastru (C, D) od druhu B. Teda (8+9)/2 = 8,5. Hodnoty zapiSeme
do novej matice vzdialenosti.

A
A 0 B
B 6 0 (C,D)
(cp)| 75 8.5 0

Iteracia 2: Dvojicu s najnizSou vzdialenostou teraz predstavuju druhy A a B, ktoré zlucime do
klastra (A, B) s relativnym vekom 6/2 = 3. Vzdialenosti medzi klastrami (A, B) a (C, D)
vypocitame ako priemer vzdialenosti A od (C,D) a vzdialenosti B od (C,D). V tomto pripade je to
(7,5+8,5)/2 = 8.

(A,B)
(AB))] O (C,D)
(cD)| 8 0

Iteracia 3: V poslednej iteracii dva zostavajuce taxony skombinujeme do nového klastru ((A, B),(C,
D)), ktorého relativny vek je 8/2 = 4.

Na zaklade vysledného klastru potom mozeme zostavit' kladogram, dizka vetiev pritom zodpoveda
relativnemu veku vypocitanému pre dany klaster.
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Sekvencie druhov, ktoré budete v ulohe analyzovat’:

Druh A: GTCTTTTTTTGGTGCTCGAGTTGTAATTTGGAGGGGCAACTTT
Druh B: GTCTTTTTCAGGCGTCCGAATTGTAATTTGGAGGAGCGTCTTC
Druh C: GTTTTTTTCAGGCGTCAGAGTTGTAATTTGGAGGAGTATCTTC
Druh D: GTTTTTTTCAGGCGTCCGAGTTGTAATTTGGAGGAGTATCTTC
Druh E: GTTTTTTTTAGGCGTCCGAGTTGTAATTTGGAGGAGCGTCTTC
Druh F: GTTTTTGGTAGGCGTCCGAGTTGTAATTTGGAGGAGCGTCTTC

Vlypracovanie:

1) Pred tym nez zaénete samotni analyzu, spocitajte jednoducho pocet substitiicii medzi
jednotlivymi sekvenciami a dopliite chybajice hodnoty v nasledujucej tabul’ke:

Tabul’ka 1: Pocet substitucii medzi sekvenciami.

A
A : B

B - C

C 11 : D

D 4 : E

E 9 4 - F
F 5 5 -

2) Do nasledujtcej tabul’ky vypliite hodnoty vzdialenosti po prvej iteracii.

Tabul’ka 2: Pocet substitcii medzi sekvenciami, resp. ich klastrami po prvej iteracii.

Relativny vek nového klastru:




3) Do nasledujucej tabul’ky vyplite hodnoty vzdialenosti po druhej iteracii.

Tabul’ka 3: Pocet substitcii medzi sekvenciami, resp. ich klastrami po druhe;j itercii.

Relativny vek nového klastru:

4) Do nasledujucej tabul’ky vypliite hodnoty vzdialenosti po tretej iteracii.

Tabul’ka 4: Pocet substiticii medzi sekvenciami, resp. ich klastrami po tretej itercii.

Relativny vek nového klastru:

5) Do nasledujucej tabul’ky vyplitte hodnoty vzdialenosti po Stvrtej iteracii.

Tabul’ka 5: Pocet substiticii medzi sekvenciami, resp. ich klastrami po Stvrtej iteracii.

Relativny vek nového klastru:

6) Napiste vysledny klaster po piatej iteracii:

Relativny vek vysledného klastru:




7) Na zaklade vysledného klastru zostavte kladogram, dizka vetiev klastrov by mala zodpovedat’
veku klastru, pouzite mierku: 1:2, t.j. relativny vek 1 =2 cm.

Doplitujtice otazky:

1) Na rekonstrukciu fylogenézy sa moéZzu pouzit’ sekvencie roznych usekov DNA. Tie sa vSak od
seba mozu vyrazne lisit" v tom ako rychlo sa v nich hromadia mutécie a nie vSetky gény su preto
dobre pouzitelI'né vo vSetkych stadiach.

I. Vyberte z nasledujucich dvojic vzdy moznost’, u ktorej by ste predpokladali rychlejsie hromadenie
mutécii.

a) exon / intron

b) gén kodujuci ribozomalnu RNA / pseudogén

¢) vystrihovana nekodujuca oblast’ génu / regulacné oblast’ génu

d) mitochondridlny gén / jadrovy gén

Il. Whberte z nasledujtcich génov ten, ktory by bol podla vas najlepSie pouzitelny v $tadii
zaoberajucej sa pribuzenskymi vztahmi medzi rdznymi zivo¢iSnymi kmenimi.

a) intron v géne kodujucom tubulin

b) konzervativny chloroplastovy gén

¢) gén pre ribozomalnu RNA

d) pseudogén v oblasti teloméry



2) Na ktorej pozicii v ramci tripletu by ste podl'a vas pri protein-kddujucich génoch nasli pri dvoch
pribuznych druhoch najviac substitucii a pre¢o?

3) Z hladiska toho, ¢i taxén zahina spolo¢nych predkov a vsetkych jeho potomkov rozliSujeme
taxony na polyfyletické, monofyletické a parafyletické. Nasledujici obrazok zndzorfuje tri rdzne
taxony. Prirad’te k obrazkom o aky typ sa v jednotlivych pripadoch jedna.

4) Na popis kladogramu sluzia rozne terminy aich porozumenie je casto nevyhnutné pre
pochopenie a spravnu interpretaciu vysledkov stidie. Na nasledujucom kladograme vyznacte:

a) koren

b) sestersky taxon druhu 5

¢) vonkajsiu skupinu (outgroup)

d) posledného spolo¢ného predka druhov 4 a 6

druh 1

druh 2

druh 3

druh 4
— druh 5

L druh 6



5) Vyznacte, ktoré z nasledujucich tvrdeni o fylogenetike je/st pravdivé (P) a ktoré nepravdivé (N).

a) V pripade vyuzitia morfologickych dat by sme mali do analyzy zahrnut’ iba znaky, ktoré vznikli
viackrat nezavisle.

b) Pritaxonoch s medzidruhovou hybridizaciou nie sme schopni pomocou jednoduchého
dichotomicky sa vetviaceho kladogramu popisat’ vSetky pribuzenské vztahy.

¢) Vyhodou sekvencii DNA je, Ze sa daji do analyzy zahrnut’ aj fosilne druhy, z ktorych nemame
dostatok morfologickych tdajov.

d) Sekvencie DNA obvykle poskytuji vicsie mnozstvo udajov vyuzitelnych na analyzu
V porovnani s morfologickymi tidajmi.

e) Bez ohl'adu na to aké druhy sledujeme mdzeme na urcenie blizkych pribuzenskych vzt'ahov vzdy
pouzit’ chloroplastovi DNA, ktora ma vyssiu mutac¢nu rychlost’.
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