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MIicHAL GRABOWSKI

ZEGAR MOLEKULARNY W TEORII I PRAKTYCE: PRZEWODNIK DLA
POCZATKUJACYCH*

TEO HISTORYCZNE

Zegar molekularny to metoda szacowania
chronologii rozdzielania sie poszczegolnych
linii ewolucyjnych. Podstawa tej koncepcji
sg roznice miedzy sekwencjami nukleotydo-
wymi (lub aminokwasowymi) u réznych roz-
patrywanych grup organizméw, na podsta-
wie ktérych oblicza sie czas wystepowania
ich ostatniego wspoélnego przodka (ang. most
recent common ancestor, MRCA; ostatni
wspolny przodek, od ktorego bezposrednio
pochodzg wszystkie organizmy w danej gru-
pie). Ten rewolucyjny pomysl uwazany jest
za ,jeden z najprostszych i najpotezniejszych
pomystéw w dziedzinie ewolucji” (LEWIN
1997) oraz ,najbardziej znaczace odkrycie w
badaniach nad ewolucja molekularng” (WIL-
SON i wspolaut. 1977) (patrz MORGAN 1998).

Jakkolwiek koncepcja zegara molekular-
nego zostala sformutowana ponad po6t wieku
temu w oparciu o proste zalozenia, to ko-
lejne dziesieciolecia badan pokazaly zlozo-
nosS¢ tego zagadnienia. Postep w dziedzinie
technik obliczeniowych zaowocowal opraco-
waniem algorytméw pozwalajacych na two-
rzenie coraz bardziej zaawansowanych mo-
deli ewolucji na poziomie sekwencji DNA
oraz metod kalibracji zegara molekularnego.
Wszystko to sprawia, ze zarowno wspolcze-
sna podbudowa teoretyczna koncepcji zegara
molekularnego, jak i stosowanie jej w prak-

tyce wydaje sie byc¢, bez mala, wiedzag ta-
jemna dla wielu, zwlaszcza poczatkujacych,
badaczy i studentéw. Problem poglebiany
jest przez mnogos$¢ programoéw komputero-
wych i metod tworzenia drzew filogenetycz-
nych. Nasz artykul ma za zadanie zaznajo-
mié¢ czytelnika z podstawowymi koncepcja-
mi, metodami i programami stosowanymi
w datowanej rekonstrukcji filogenezy, jak
rowniez zaproponowac literature, ktéra po-
moze mu poszerzy¢ swoja wiedze. Pomijajac
ogbélne wzmianki w podrecznikach takich jak
Ekologia Molekularna (FREELAND 2008), Ewo-
lucja (FutuymMA 2008), Markery Molekularne,
Historia Naturalna i Ewolucja (AVISE 2008),
czy kroétki opis w przegladowej pracy SPALIKA
i PIWCZYNSKIEGO (2009), brak jest na rynku
krajowym przystepnych opracowan przybli-
zajacych koncepcje zegara molekularnego
szerszej grupie odbiorcow. Mamy nadzieje,
ze nasz artykul chociaz w czeSci wypelni te
luke.

Nazwe ,ewolucyjny zegar molekularny”
zawdzieczamy dwoém naukowcom, Emile
Zuckerkandlowi i Linusowi Paulingowi, kto6-
rzy na przelomie lat 50. i 60. XX w. po-
rownali czasteczki hemoglobiny pochodzace
od kilku gatunkow ssakow. Zestawili liczbe
podstawien w lancuchach aminokwasowych
z czasem rozejsScia sie linii ewolucyjnych ba-
daniach gatunkéw, oszacowanym na pod-
stawie danych kopalnych. Odnotowali, ze

Stowa kluczowe: zegar molekularny, tempo ewolucji, tempo substytucji, metody kalibracji, modele zegara molekularne-

go, dywergencja, markery molekularne

*Publikacja artykutu zostata sfinansowana ze srodkéw Grantu NCN OPUSS8 nr 2014/15/B/NZ8/00266 “Neogenskie i
czwartorzedowe wahania poziomu morza a pochodzenie epigeicznej stodkowodnej fauny pancerzowcow (Malacostraca)

regionu peryadriatyckiego”.



476

WERONIKA WRZESINSKA i wspoétaut.

tempo ewolucji tego biatka jest rozne w roz-
nych liniach ewolucyjnych. Ta sama zalez-
nos¢ dotyczyla innych, testowanych bialek,
tj. histonéw, cytochromu c czy fibrynopep-
tydow. Zauwazyli réwniez, ze kazdy rodzaj
biatka posiada charakterystyczne dla niego
tempo ewolucji (np. cytochrom c ma szybsze
tempo od histonéw) (ZUCKERKANDL i PAULING
1962, 1965; MORGAN 1998; BROMHAM i PEN-
NY 2003).

Waznym etapem rozumienia zegara mo-
lekularnego byly obserwacje Motoo Kimury,
ktory zauwazyt istotna dysproporcje pomie-
dzy nizszym tempem substytucji amino-
kwasow w biatkach a szacowanym wyz-
szym tempem substytucji nukleotydow w
tancuchach DNA. Wskazywalo to, ze zna-
czaca czeS¢ mutacji na poziomie nukleoty-
dowym nie ujawnia si¢ w lancuchu biatko-
wym. Mutacje tego rodzaju Kimura okreslit
jako synonimiczne, czyli nie dajace efektow
fenotypowych i prawdopodobnie neutralne
z punktu widzenia doboru naturalnego. W
konsekwencji, mutacje dajace efekty fenoty-
powe (niesynonimiczne) korzystne lub szko-
dliwe dla gatunku muszg podlegac selekcji
naturalnej. Wedlug tak sformulowanej Teo-
rii Mutacji Neutralnych (TMN) (KIMURA 1968)
liczba mutacji podlegajacych doborowi jest
znikoma, wskutek czego tempo utrwalania
nowych mutacji jest zasadniczo réowne tem-
pu ich powstawania. Dzis, dzieki licznym
eksperymentom ,podgladajacym” ewolucje w
czasie rzeczywistym wiemy, ze wiele, a na-
wet wiekszo§¢ nowych mutacji jest neutral-
nych albo prawie neutralnych (BARRICK i
LENSKI 2013).

Przyjeto, ze skoro dla danego genu tem-
po ewolucji jest stale pomiedzy liniami fi-
logenetycznymi oraz znane jest tempo sub-
stytucji, mozna oszacowaé¢ czas dywergencji
tych linii. Wiedza zastosowana w praktyce
pozwolila na konstruowanie chronograméw,
czyli drzew filogenetycznych, w ktérych dtu-
goS¢ galezi jest wyskalowana za pomoca
czasu (Ho i Lo 2013, Ho 2014, Ho i Du-
CHENE 2014).

Wczesne badania wykorzystujace kon-
cepcje zegara molekularnego zakladaly jego
uniwersalnosé, a wiec stalosé tempa ewolu-
cji poszczegolnych genoéw u bardzo réznych
organizmoéw. Jednak dos¢ szybko wykazano,
ze tempo i dynamika ewolucji molekularne;j
rozni sie nawet miedzy blisko spokrewniony-
mi liniami taksonomicznymi (GILLESPIE 1984,
WELCH i BROMHAM 2005).

UNIWERSALNOSC ZEGARA
MOLEKULARNEGO?

Teoria Mutacji Neutralnych podkresla
znaczenie dryfu genetycznego, czyli przypad-

kowych wahan czestoSci wystepowania ge-
now w malych populacjach, wynikajacych z
losowego charakteru przekazywania genéw
z pokolenia na pokolenie. TMN przewiduje,
ze tempo ewolucji zalezy od tempa powsta-
wania spontanicznych mutacji, niezaleznie
od wielkosci populacji, a bezwzgledne tempo
ewolucji (w odniesieniu do czasu) jest ne-
gatywnie skorelowane z dlugoscia cyklu zy-
ciowego. Poniewaz wiekszos¢ dziedzicznych
mutacji zachodzi podczas replikacji DNA li-
nii zarodkowej, gatunki o dlugim cyklu zy-
ciowym maja tendencje do gromadzenia
mniejszej liczby mutacji w przeliczeniu na
jednostke czasu (Ho 2014). Badania empi-
ryczne wskazuja, ze tempo ewolucji biatek
jest prawdopodobnie niezalezne od dlugo-
Sci cyklu zyciowego, ale zalezy od tego, czy
powstajaca mutacja jest synonimiczna czy
niesynonimiczna. Substytucje skutkujace
zamiana aminokwasow podlegaja ostrzejszej
selekcji niz mutacje synonimiczne, ktore
nie wplywaja na dostosowanie i kumuluja
sie w ciagu zycia (Ho i Lo 2013). W latach
90. Tomoko Ohta potwierdzila, ze dlugoscé
cyklu zyciowego silniej wiaze sie z utrwale-
niem mutacji synonimicznych niz niesyno-
nimicznych. Zalozenie to jest podstawa ,Ne-
arly Neutral Theory”, modyfikacja TMN, kté6-
ra wskazuje na wielko§¢ populacji jako na
wazny czynnik warunkujacy tempo ewolucji,
zgodnie z zasada, ze selekcja silniej wpltywa
na duze populacje, natomiast w malych
populacjach zaznaczony jest efekt dziatania
dryfu genetycznego (OHTA 1995).

Od czasu sformulowania TMN liczne
badania wykazaly istnienie wielu réznych
czynnikow wplywajacych na tempo ewolucji
poszczegbolnych taksonow i zaprzeczajacych
uniwersalnosci zegara molekularnego. Efek-
ty ich dzialania mozna generalnie zaklasy-
fikowa¢ do trzech grup: efekty genozalezne,
efekty taksonozalezne i efekty zalezne od po-
zostatych czynnikow.

Efekty genozalezne wynikaja 2z roznej
szybkosci ewolucji poszczegdlnych fragmen-
tow tego samego genomu. Zwykle réznorod-
nos¢ tego tempa wiaze sie z tym, jak bardzo
kluczowa dla funkcjonowania organizmu jest
dana sekwencja DNA. Na przyklad, fragmen-
ty kodujace charakteryzujg sie nizszym tem-
pem zmian niz niekodujace, a eksony niz-
szym niz introny. Tempo mutacji rozni sie
nie tylko pomiedzy konkretnymi loci, ale
takze pomiedzy genomem jadrowym i or-
ganellowym (BULMER i wspotaut. 1991, Ho
i DUCHENE 2014). Kluczowa role odgrywaja
tu m.in. reaktywne formy tlenu, powstajace
jako produkt uboczny reakcji zachodzacych
w mitochondriach. Ich produkcja jest pozy-
tywnie skorelowana z wiekiem i tempem me-
tabolizmu. Reaktywne formy tlenu uszkadza-
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ja DNA, a wiec przyczyniaja sie do zwiek-
szenia tempa mutacji. Kolejna przyczyng
jest rozna wydajnos¢ systemow naprawczych
genomu mitochondrialnego (mtDNA) i jadro-
wego (nDNA). W mtDNA systemy naprawy
sa znacznie mniej wydajne, przez co muta-
cje sa czestsze, co pociaga za soba szybsze
tempo ewolucji w stosunku do genomu ja-
drowego. Na przyklad u ssakow tempo ewo-
lucji mtDNA jest nawet pieciokrotnie wyzsze
niz nDNA (BALLARD i WHITLOCK 2004). Ina-
czej jest u roslin, ktére maja zupelnie od-
mienng strategiec naprawy mtDNA, przez co
ewoluuje ono co najmniej kilka razy wolniej
niz genom jadrowy (GALTIER 2011). Tempo
ewolucji molekularnej DNA chloroplastowe-
go (chlDNA) jest nieco wyzsze niz w mtDNA,

Tabela 1. Poréwnanie wlasciwosci przyktadowych

jednak wciaz o polowe nizsze w poréwnaniu
z nDNA. Ponadto, w chloroplastowym DNA
istnieja fragmenty niekodujace, ktore ewolu-
uja znacznie wolniej niz to sie zwykle zakta-
da (WOLFE i wspotaut. 1987).

Wiedze o zmiennoSci tempa ewolucji roz-
nych regionéw genomu naukowcy wykorzy-
stali w praktyce, stosujac je jako markery
molekularne sluzace roznorakim celom. W
badaniu okreslonego poziomu zmiennosci
genetycznej nalezy zastosowac taki fragment
DNA, ktérego tempo ewolucji odzwierciedli
analizowane relacje. Ogolnie rzecz ujmujac,
markery molekularne ewoluujace wolniej na-
lezy wykorzystywaé¢ dla wyzszych rang tak-
sonomicznych, podczas gdy te ewoluujace
najszybciej np. w badaniach na poziomie

markerow molekularnych uzywanych w badaniach

filogenetycznych z wykorzystaniem zegara molekularnego.

Rodzaj markera Ranga taksonomiczna

Przyktadowe tempo substytucji

12S rDNA Wyzsza, np. typy i podtypy.
16S rDNA Niska i $rednia, np. rodzaje
czy rodziny.
£
.g Sekwencje kodu- Niska i $rednia, np. rodziny,
'E jace bialka rodzaje i gatunki.
£
= Np. COI stosowany u wielu
= zwierzat jako marker gatun-
E kowo specyficzny (DNA bar-
f‘%‘ coding).
Z  Region kontrol- Niska, np. analizy we-

ny genomu mito- wnatrzgatunkowe lub bli-

chondrialnego sko spokrewnionych gatun-
kow.
18S rDNA Wyzsza, np. krolestwa,
typy, gromady, rzedy.
o
% U niektérych taksonow (np.
—~
g Gastrotricha i1 Radiolaria)
5 stosowany jako marker ga-
,% tunkowo specyficzny.
§ 28S rDNA Srednia, np. rzedy, rodziny.
rbel Srednia i wysoka.
matK Rézne pozycje taksonomicz-

ne (gtéwnie gatunki).

chloroplastowe

Markery

U ssakow 3,4 + 1,2 x 107 substytucji/pozycje nukleotydu/
mln lat (PESOLE i wspotaut. 1999)

U ssakow 4,9 = 1,4 x 107® substytucji/pozycje nukleotydu/
mln lat (PESOLE i wspotaut. 1999)

COI u stawonogéw 1,15 x 102 substytucji/na pozycje nukle-
otydowa/mln lat (BROWER 1994)

Cytochrom b u ryb 2,2-2,3 x 102 substytucji/na pozycje nu-
kleotydowa/mln lat (ROCHA i wspétaut. 2011)

U ludzi od 0,94 do 4,3 substytucji/pozycje nukleotydu/mln
lat (PARSONS i wspétaut. 1997)

U promienic (Radiolaria) 3,3 x 10* substytucji/pozycje nu-
kleotydu/mln lat (GROUSSIN i wspoétaut. 2011)

U skorupiakéw obunogich 3 x 10 substytucji/pozycje nu-
kleotydu/mlin lat (MAMOS i wspoétaut. 2016)

U glewikow 5,0 x 10~ substytucji/pozycje nukleotydu/mln
lat (VILLARREAL i RENNER 2012)

U sosnowatych 1,0-1,9 x 10~ substytucji/pozycje nukleoty-
du/mln lat (LOCKWOOD i wspétaut. 2013)
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miedzygatunkowym lub wewnatrzgatunko-
wym. Roéznorodne markery DNA, zarowno
mitochondrialne jak i jadrowe, sa obecnie
stosowane w analizach filogenetycznych (Ta-
bela 1).

Efekty taksonozalezne odnosza sie do
czynnikow majacych wplyw na caly genom.
Kazdy takson posiada wlasng, potencjalnie
unikatowa historie ewolucyjna i specyficz-
ny profil fizjologiczny, ktére warunkuja dy-
namike ewolucji jego genomu. Uwaza sie,
ze podlozem tych efektow jest: czas trwania
pokolenia, rozmiar ciata, tempo metabolizmu
i réznice w efektywnosci mechanizmow na-
prawy DNA (Ho 2014).

Badania wykazaly, ze rozmiar ciata jest
Scisle skorelowany z tempem ewolucji mole-
kularnej. Na przyklad male ssaki, takie jak
gryzonie, charakteryzuja sie szybszym tem-
pem ewolucji molekularnej niz ich wieksi
krewniacy. Jest to zwigzane zarowno z tem-
pem powstawania mutacji, jak i z tempem
ich utrwalania (tempo substytucji). Mniejsze
ssaki maja zwykle szybsza wymiane poko-
len. W krotkim cyklu zyciowym dany osob-
nik wytwarza wigcej komorek plciowych na
rok, niz ten z dluzszym cyklem zyciowym,
a wiec czesciej kopiuje swo6j genom, gro-
madzac wiecej mutacji zwiazanych z bleda-
mi pojawiajacymi sie w czasie replikacji. To
z kolei wplywa dodatnio na tempo ewolu-
cji. Ponadto, male ssaki charakteryzuja sie
szybkim tempem metabolizmu, ktoérego pro-
dukty uboczne sa czynnikami mutagennymi.
W zwiazku z tym relacja pomiedzy tempem
ewolucji a rozmiarem ciala nie jest weca-
le tak prosta jak sie wydaje, poniewaz nie
wiadomo, ktoéry z wymienionych czynnikow
ma najwieksze znaczenie (MARTIN i PALUMBI
1993, BROMHAM 2009).

Powszechno$¢ negatywnej zaleznosci po-
miedzy rozmiarem ciala a szybkoscia ewo-
lucji, zweryfikowano w badaniach obejmuja-
cych 50 grup zwierzat (Metazoa), w oparciu
o niezalezne analizy zestawow genow mito-
chondrialnych i jadrowych. Nalezy tu zazna-
czy¢, ze dla genéw jadrowych nie zaobserwo-
wano zadnej istotnej korelacji pomiedzy roz-
miarem ciala a tempem ewolucji molekular-
nej (FONTANILLAS i wspoétaut. 2007). THOMAS
i wspotaut. (2010) wykazali, ze jakkolwiek u
bezkregowcow brak jest wspomnianej relacji
miedzy wielkoscia ciala a tempem ewolu-
cji, to zaleznos¢ pomiedzy dlugoscia trwania
pokolenia a tempem ewolucji ma ten sam
charakter u bezkregowcow co u kregowcow
(szybsza wymiana pokolen przeklada sie na
szybsze tempo ewolucji).

Sekwencje nukleotydowe sa nieustaja-
co narazone na uszkodzenia fizykochemicz-
ne spowodowane m.in. promieniowaniem UV
czy substancjami genotoksycznymi. Istnie-

ja rozne mechanizmy naprawy DNA w ko-
morkach. Jeden z nich polega na wycieciu
uszkodzonego fragmentu sekwencji i zastg-
pieniu go nowym, przy czym moze on byc
identyczny z wersja sprzed uszkodzenia.
Oznacza to, ze tempo mutacji jest wypadko-
wa dziatlania mutagenow i wydajnosci syste-
mow naprawczych. Oba te czynniki w roézny
sposob dzialaja na rézne grupy organizmoéow
w zaleznosci od (i) $rodowiska zycia (np.
stopnia ekspozycji na promieniowanie UV),
(i) tempa metabolizmu (wyzsze tempo me-
tabolizmu generuje szybsze tempo mutacji)
oraz (iii) intensywnosci replikacji DNA komoé-
rek zarodkowych (BROMHAM 2009).

Z korelacja pomiedzy tempem metaboli-
zmu a tempem ewolucji zwigzana jest teo-
ria PUURTINENA i wspétaut. (2016) prébuja-
ca wyjasni¢, dlaczego ogobdlna liczba gatun-
kow jest wyzsza w poblizu réwnika niz w
strefach klimatéw zwrotnikowych i podbie-
gunowych. Teoria ta podkresla, ze u wiek-
szoSci gatunkow stabilnos¢ bialek i innych
czasteczek katalitycznych zalezy od tempe-
ratury Srodowiska i zdolnosci termoregula-
cyjnych organizmu. Ze wzgledu na nature
oddzialywan fizyko-chemicznych pomiedzy
bioczasteczkami a woda, struktury i funk-
cje tych czasteczek sa najbardziej stabilne
w temperaturze okolo 20°C. U gatunkow
przystosowanych do niskich temperatur
wyewoluowaly swoiste, lecz niestabilne, en-
zymy zdolne katalizowa¢ reakcje w takim
Srodowisku, a material genetyczny organi-
zmoéw zyjacych w chlodnych strefach kli-
matycznych (podbiegunowych) jest bardziej
podatny na mutacje. Podobnie, ekstremal-
nie wysokie temperatury i duze amplitudy
dobowe w strefach klimatow zwrotnikowych
przyczyniaja sie do zwiekszenia podatnosci
na mutacje, poniewaz struktury biologiczne
moga nie by¢ do$¢ odporne na denatura-
cje. Dlatego u organizmow zyjacych w wa-
runkach ekstremalnych pojawia sie wiele
mutacji letalnych, a silnie dziatajgca presja
selekcyjna skutkuje spowolnieniem ewolu-
cji molekularnej. Taka argumentacja moze
wyjasnia¢ dlaczego ewolucja molekularna i
tempo specjacji sa szybsze w strefie row-
nikowej o klimacie cieplym, ale stabilnym
(PUURTINEN i wspoétaut. 2016). Moze to po
czesci thumaczy¢ wigksza réznorodnosé bio-
logiczna w lasach tropikalnych niz na ob-
szarach narazonych na wieksze wahania
temperatur, takich jak np. sawanny czy
lasy klimatéw umiarkowanych.

Pozostale czynniki. Do tej grupy naleza
czynniki niejednorodnie wplywajace na ge-
nom i bedace wynikiem wzajemnego oddzia-
lywania efektow genozaleznych i taksonoza-
leznych, m.in. wielko§¢ populacji czy dobor
naturalny (Ho 2014).
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Efektywna wielkoS¢ populacji to liczeb-
nos¢ idealnej populacji, w ktorej wszystkie
osobniki przystepuja do rozrodu i przekazu-
ja geny do nastepnego pokolenia. Jest ona
jednym z najwazniejszych czynnikéw deter-
minujacych tempo substytucji. Przeprowa-
dzono wiele badan w celu zrozumienia na
czym dokladnie polega zwigzek efektywnej
wielkosci populacji z tempem ewolucji mo-
lekularnej. Dob6r naturalny i dryf genetycz-
ny to dwie sily, ktérych réwnowaga warun-
kuje liczbe i rodzaje mutacji ulegajacych
utrwaleniu w populacji. Skutecznos¢ dobo-
ru naturalnego moze ro6zni¢ sie pomiedzy
poszczegolnymi fragmentami genomu i po-
miedzy gatunkami. Rozbieznos¢ dziatania
selekcji na roézne regiony genomu, wynika
m.in. z réznego tempa rekombinacji; np.
nieznacznie szkodliwe mutacje utrwalaja sie
czesSciej w regionach o niskim tempie re-
kombinacji. Ogo6lna regula jest taka, ze na
mate populacje znacznie mocniej oddziatu-
je dryf genetyczny niz dobér naturalny. Je-
§li znaczna czes¢ mutacji jest lagodnie lub
umiarkowanie szkodliwa, to gatunki tworza-
ce male populacje beda mialy wyzsze tem-
po substytucji niz te tworzace duze popula-
cje. Dzieje sie tak dlatego, ze w mniejszych
populacjach istnieje wyzsze prawdopodo-
bienstwo utrwalenia sie tego rodzaju muta-
cji przez dryf genetyczny niz ich usuniecie
wskutek selekcji. Nalezy pamietac, ze ze
wzgledu na niestabilnos¢ wielkosci popula-
cji, wartosci tempa substytucji moga zna-
czaco rozni¢ sie pomiedzy nawet bardzo bli-

sko spokrewnionymi gatunkami (BROMHAM
2009, WooLFIT 2009).
Podsumowujac, oryginalna koncepcja

uniwersalnego zegara molekularnego nie wy-
trzymalta proby czasu. Obecnie wiadomo,
ze istnieje szereg czynnikéw wplywajacych
na tempo ewolucji molekularnej, chociaz
ich natura i wzajemne interakcje sa wciaz
stabo poznane. Nasuwa sie wiec pytanie o
sens stosowania koncepcji zegara moleku-
larnego w badaniach pokrewienstw miedzy
organizmami. SpecjaliSci staraja sie oszaco-
wacC niepewnosci zwigzane ze wspomniany-
mi wyzej czynnikami oraz akceptuja fakt,
ze stosowanie tej koncepcji opiera sie na
subiektywnych zalozeniach opartych na ak-
tualnej wiedzy i zgromadzonych doswiadcze-
niach (ang. educated guesses). Przyjmuja, ze
nawet niedoskonaly zegar, ktory sie spieszy
lub spoznia, jest lepszy niz zegar, ktérego w
ogole nie da sie zsynchronizowaé¢ z czasem
rzeczywistym (GIBBS 2016). Postepowanie
wedlug odpowiedniego schematu oraz Swia-
domos¢é niedoskonatosci metodologicznych
pozwala przynajmniej czeSciowo doprecyzo-
wacC oszacowanie czasu dywergencji linii fi-
logenetycznych.

ZEGARY MOLEKULARNE W PRAKTYCE

Pomijajac obszerna problematyke zwia-
zana z sama rekonstrukcja filogenezy i
wnioskowaniem filogenetycznym, oméwiona
przystepnie w wielu publikacjach (np. AVISE
2008, HALL 2008, SPALIK i PIwCzyNsSKI 2009),
praktyczne zastosowanie zegara molekular-
nego wiaze sie z kilkoma og6lnymi kwestia-
mi metodologicznymi: (i) wyborem markerow
molekularnych, (ii) wyborem modelu substy-
tucji, (iii) wyborem modelu zegara moleku-
larnego, (iv) wyborem odpowiedniej metody
kalibracji zegara molekularnego, (v) okresle-
niem liczby, polozenia i wieku punktéow ka-
libracyjnych.

WYBOR MARKEROW MOLEKULARNYCH

W pierwszym etapie najwazniejsze jest,
aby dobra¢ odpowiedni marker molekular-
ny do badanej grupy organizméw i poziomu
taksonomicznego warunkujacego skale cza-
sowg filogenezy. W badaniach roznych grup
organizmow stosuje sie rozne grupy marke-
row. Na przyklad, markery plastydowe i ja-
drowe wykorzystuje sie¢ w badaniach roslin i
glonéw, a markery mitochondrialne i jadro-
we do badan zwierzat. Roznice te wynikaja
z obecnosci/braku okreslonych markeréw
(np. chlDNA) u konkretnej grupy organi-
zmoéw, a po czesSci z odmiennego schematu
ewolucji tych samych fragmentéw genomu u
roznych takson6éw (np. znacznie wolniejsza
ewolucja genomu mitochondrialnego u roslin
niz u zwierzat). Uzycie konkretnego markera
jest czesto warunkowane dostepnoscia spe-
cyficznych starterow oligonukleotydowych,
bibliotek sekwencji poréwnawczych lub zna-
jomosci jego tempa ewolucji. Na przyktad,
sposrod markeréw mitochondrialnych wy-
korzystywanych w filogeografii stawonogow
najczesciej uzywa sie fragmentu genu ko-
dujacego podjednostke I oksydazy cytochro-
mowej (COI), a w przypadku kregowcow, np.
ryb i plazéow, fragmentu genu kodujacego
cytochrom b (Cyt b). Ze wzgledu na odmien-
ne tempo ewolucji roznych genoéw, nie nale-
zy stosowac tego samego markera w rekon-
strukcji filogenezy na poziomie gatunku oraz
gromady lub typu (patrz Tabela 1).

WYBOR MODELU SUBSTYTUCJI

Najprostsza miara dystansu genetycz-
nego pomiedzy dwoma sekwencjami DNA
jest liczba miejsc, w ktorych sekwencje te
roznig sie miedzy soba. Liczba tych roznic
moze by¢ podana w proporcji do diugosci
sekwencji i ten rodzaj dystansu oznacza-
ny jest czesto jako p. Z TMN wynika, ze p
moze byc¢ uzyte jako prosta miara odleglosci
ewolucyjnej pomiedzy sekwencjami. Jednak
po uplywie odpowiednio dlugiego czasu, nu-
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kleotyd zajmujacy konkretna pozycje moze
ulec wielokrotnym podstawieniom, czyli wy-
syceniu mutacjami (ang. saturation), co po-
woduje zagluszenie autentycznego sygnatu
filogenetycznego. Poniewaz kod genetyczny
sklada sie zaledwie z czterech ,liter” (A, T,
G, C), podstawienia te doprowadza w kon-
cu do stanu pierwotnego (rewersja mutacji)
lub do utrwalenia sie w tej samej pozycji,
w dwoch sekwencjach, tego samego nukle-
otydu, lecz w wyniku odmiennej mutacji
(paralelizm). Wskutek tego czes¢ mutacji
bedzie niezauwazona, a tempo substytucji, i
tym samym dystans genetyczny, pozostanag
niedoszacowane. Aby zniwelowac ten efekt,
dystanse genetyczne sa poddawane réznego
rodzaju korekcjom, ktére wymagaja dopaso-
wania odpowiedniego modelu ewolucji mole-
kularnej do analizowanego zestawu danych.
Modele te roznia sie wzglednym prawdopo-
dobienstwem wystapienia okreslonego typu
mutacji np. wieksza czestoscia wystgpienia
tranzycji niz transwersji oraz proporcja po-
zycji nukleotydowych, ktére nie podlega-
ja mutacjom. Dobér niewlasciwego modelu
ewolucji moze spowodowac bledne oszaco-
wanie dlugosci galezi i wsparcia topologii
drzewa filogenetycznego (prawdopodobien-
stwa wystapienia okreslonego ukladu we-
zlow i galezi). Dopasowanie modelu substy-
tucji do zestawu danych wykorzystuje nalj-
czesSciej metode najwiekszej wiarygodnosci
(ang. maximum likelihood) lub inferencji
bayesowskiej (ang. Bayesian inference) i
moze by¢ wykonane w programach, takich
jak jModelTest, MEGA czy BEAST. Metoda
najwiekszej wiarygodnosci polega na oszaco-
waniu prawdopodobienstwa obserwowanych
danych, kiedy parametry modelu sa znane.
Natomiast inferencja bayesowska to meto-
da wnioskowania statystycznego, w ktorej
korzysta sie z twierdzenia Bayesa do ak-
tualizowania prawdopodobienstwa zdarzen
zalozonego a priori przez dane empiryczne
uzyskane a posteriori. Zalozenia teoretycz-
ne i proces wyboru wilasciwego modelu sa
bardzo szerokimi zagadnieniami. Bardziej
szczegolowe podejscie do tematu czytelnik
znajdzie m.in. w pracach SULLIVANA i JOY-
CEA (2005), PosaDpy (2009) oraz DRUMMONDA
i BOUCKAERTA (2015).

WYBOR MODELU ZEGARA MOLEKULARNEGO

Modele zegara molekularnego

Tempo ewolucji jest zwykle wyrazone
jako liczba substytucji/pozycja nukleotydu/
jednostka czasu. Jednostka czasu zalezy od
skali czasowej analizy; w badaniach dotycza-
cych glebszych poziomow filogenezy bedzie
to milion lat, podczas gdy np. w epidemiolo-
gii molekularnej jest to najczesciej rok.

Najprostszy model zegara molekularnego
zaklada jednorodnos¢ tempa ewolucji w ob-
rebie wszystkich galezi drzewa filogenetycz-
nego. Zegar o stalym tempie ,tykania” (ang.
strict molecular clock) jest wiarygodny tylko
w przypadku jednorodnego zestawu danych,
to jest sekwencji reprezentujacych organizmy
nalezace do jednego lub grupy blisko spo-
krewnionych gatunkow. W przypadku orga-
nizméw o znaczaco odmiennej historii ewo-
lucyjnej, efekt taksonu (np. rézna dlugosé
zycia, tempo metabolizmu) réznicuje tem-
po ewolucji poszczegolnych galezi na tyle,
ze odbiega ono znaczaco od modelu ,strict
clock”. Opracowano szereg alternatywnych
modeli zegara molekularnego zakladajacych,
ze jakkolwiek tempo ewolucji jest state dla
poszczegolnych galezi, to moze roézni¢ sie
miedzy nimi. Istnieje wiele metod obliczania
wariancji tempa substytucji pomiedzy gate-
ziami drzewa filogenetycznego. Mozna je po-
dzieli¢ na trzy gléwne grupy: metody oparte
na dystansie genetycznym (ang. distance ba-
sed), metody parametryczne (np. maximum
likelihood, Bayesian inference) i metody nie-
parametryczne (np. rate smoothing). Obec-
nie za najbardziej godne zaufania, zaréwno
podczas obliczania wariancji tempa substy-
tucji, jak i rekonstrukcji topologii drzewa fi-
logenetycznego, zostaly uznane metody naj-
wickszej wiarygodnosci i inferencji bayesow-
skiej (BAuM i SMITH 2013). Glowne modele
zegara, opracowane celem rozwiagzania kwe-
stii zréznicowania tempa ewolucji w obrebie
tego samego drzewa filogenetycznego, zostaly
przedstawione w Tabeli 2 (WELCH i BROMHAM
2005, Ho 2009, Ho i DUCHENE 2014). Ogol-
nie, popularnoscig ciesza sie¢ zegary o tzw.
rozluznionym, czyli zmiennym tempie ,tyka-
nia” dla poszczegélnych galezi (ang. relaxed
clocks), a najlepszym rozwiazaniem jest jed-
noczesne ustalenie topologii drzewa i osza-
cowanie czasu rozejScia sie poszczegbdlnych
linii filogenetycznych. Umozliwia to kilka
programow  implementujacych  wspomnia-
ne juz podejScie bayesowskie (Tabela 3, 4)
(DRUMMOND i wspoétaut. 2006).

Selekcja modelu zegara molekularnego

Wybér odpowiedniego modelu zegara mo-
lekularnego wymaga odnalezienia rownowagi
pomiedzy zlozonoscia modelu a jego dopaso-
waniem do danych (SULLIVAN i JOYCE 2005).
Warto zaznaczy¢, ze nie ma idealnego modelu
w pelni odwzorowujacego historie ewolucyjna
badanej grupy organizmoéw, gdyz kazdy obar-
czony jest bledem wynikajacym ze zbyt du-
zej liczby zmiennych i zdarzen pozostajacych
poza nasza wiedza. Dlatego selekcje modelu
nalezy postrzega¢ jedynie jako mniej lub bar-
dziej niedoskonale uproszczenie rzeczywisto-
Sci. Wieloparametrowe modele mogace wier-
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Tabela 2. Cztery podstawowe metody kalibracji oraz ich charakterystyka (wg WILKE i wspotaut. 2009).

Metoda kalibracji

Najwazniejsze zalety

Wady

Przyklady zastosowania

Znane tempo ewolu-
cji (kalibracja wtoér-
na lub posrednia)

- nie wymaga calego
procesu wybierania
miejsca i liczby punk-

tow kalibracyjnych

— jesli pierwotnie nieprawidlowo ja
oszacowano, to bedzie Zroditem ble-
déw dla kolejnych analiz

— dla zestawéw danych charaktery-
zujacych sie stalym tempem ewolu-
cji molekularnej (ang. strict mole-
cular clock)

— relatywnie niewiele dostepnych,
wiarygodnych zewnetrznych warto-
Sci tempa substytucji

— ptasi zegar molekularny
(WEIR i SCHLUTER 2008)

— trait-specific Protostomia
COI clock (WILKE i wspétaut.
2009)

Dane biogeograficzne

— mozliwe analizy po-
dla

nych taksonow

rownawcze 102~

— czesto wystepuja watpliwosci co
do datowan wydarzen biogeograficz-
nych

— potencjalnie nieprawidlowe pota-
czenie wydarzen w filogenezie z wy-
darzeniami biogeograficznymi

— zwykle dostarczaja tylko jeden

lub kilka punktow kalibracyjnych

— wydarzenia biogeograficzne do-
starczaja czesto tylko goérna lub
dolna granice wieku wezta

— pojawienie sie Przesmyku
Panamskiego
- Kryzys Messynski

— formacja Rowu Transe-
gejskiego  (PAPADOPOULOU i
wspotaut. 2010)

Dane kopalne

— w wielu przypadkach
latwo dostepne

— trudne do wlasciwego umieszcze-

nia w filogenezie

— dane kopalne nie moga by¢ trak-
towane jako bezposredni przodko-
wie

— skamieniatosci moga dostarczy¢
jedynie minimalna granice dla wie-
ku wezta

— watpliwosci zwiazane z datowa-
niem zapiséw kopalnych
— czesto trudne do zidentyfikowania

i zaklasyfikowania

— czesto powazne problemy z bra-
kujacymi taksonami

— uzycie szczegoélnie bogate-
go, dobrze poznanego zapisu
kopalnego grupy Nothofagus
(SAUQUET i wspotaut. 2012)

aDNA/RNA

— pozwala na bezpo-
srednig kalibracje

— rzadko dostepne

— trudnos$ci z umiejscowieniem w fi-
logenezie

— rzadko istnieje mozliwos¢ zatoze-
nia, ze antyczny DNA pochodzi od
przodka
— bledy spowodowane intruzjami w
probce

— czesto problem z degradacja an-
tycznego materialu genetycznego

- zestaw wydatowanych ko-
Sci nalezacych do hatterii
(od 650 do 9000 lat) (HAY i
wspoétaut. 2008)
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Tabela 3. Charakterystyka i przyklady uzycia poszczegélnych modeli zegara molekularnego. Wyjasnie-
nie uzytych symboli literowych: k — liczba (réznych) temp ewolucji , n — liczba gatezi (wg HO i DUCHE-
NE 2014).

Strict clock

Stale tempo substytucji na wszystkich gateziach drze- - analiza sekwencji z osobnikoéw tego samego gatunku
wa. lub kiedy spodziewamy sie niewielkiej réznorodnosci tem-

Opisuje go tylko jeden parametr — tempo ewolucji. pa pomicdzy galeziami

k=1 — model zerowy w testowaniu dopasowania innych modeli
zegara molekularnego

— przykltady: wiele wczesnych badan nad zegarem mole-
kularnym (np. DOOLITTLE i wspoélaut. 1996, DICKERSON
1971, RUNNEGAR 1982)

Multi-rate molecular clocks

Ograniczona wariacja tempa ewolucji wzdtuz drzewa filogenetycznego.
Liczba odrebnych temp substytucji jest wieksza niz 1, ale mniejsza niz liczba galezi.

1<k<n

local multi-rate clocks

Galezie, ktore wspoldziela to samo tempo sa zgrupo- - pozwala na definiowane klastréow na podstawie charak-
wane a kazda grupa ma odrebne tempo substytucji. terystycznych cech biologicznych ktére je odrozniaja, np.
rozne taksony maja odrebne tempa ewolucji

— przyklady zastosowania: HASEGAWA i wspétaut. 1989,
YODER i YANG 2000

‘discrete’ multi-rate clocks

Gatezie, wspoldzielace tempo niekoniecznie sgsiaduja — pozwala na definiowane klastrow na podstawie charak-
ze soba (moga by¢ w zupelnie innych miejscach drze- terystycznych cech biologicznych ktére je odrozniaja, np.
wa). rozne taksony maja odrebne tempa ewolucji

— przyklady zastosowania: HASEGAWA i wspotaut. 1989,
YODER i YANG 2000

Relaxed molecular clock

Zrelaksowane zegary molekularne pozwalaja na to, aby kazda galaz na drzewie mogla mie¢ odrebne tempo sub-
stytucji

Jedyny model, ktory zaklada, ze liczba temp ewolucji moze sie rownac liczbie galezi.

k=n

Relaxed molecular-clock z wykorzystaniem metody “rate-smoothing”

Celem tych metod jest zminimalizowanie zmian tempa - latwo je przystosowaé¢ do genomowych zbioréw danych.

pomiedzy sasiadujacymi galeziami w filogenezie. — metody te sa stosunkowo szybkie nawet dla zbiorow

Korzystaja z innych metod w celu ustalenia topologii danych z duza liczbg taksonow

drzewa i dhugosci galezi. ~ np. BRITTON i wspétaut. 2007, SMITH i O’'MEARA 2012

Wymagaja ustalonej topologii drzewa.

Relaxed molecular-clock z wykorzystaniem metod baysowskich

Bayesowskie zrelaksowane zegary molekularne ocenia- Bayesowskie zrelaksowane zegary molekularne mozna po-
ja tempo dla kazdej galezi korzystajac z juz ustalonej dzielic na dwie klasy:
topologii albo szacujac filogeneze i wiek wezlow jed- *Autoskorelowane — zakladaja ze sasiadujace galezie maja

noczesnie. .
podobne tempa ewolucji.

Pozwalaja na odpowiednie wykorzystanie wiedzy na *Nieskorelowane - brak zalozenia o korelacji tempa po-
temat danych oraz uzycie parametrycznie bogatych miedzy sasiadujacymi galeziami
modeli ewolucji. Podejscie takie, przy zastosowaniu
odpowiedniej metody prébkowania (Lancuchy Marko-
va) pozwala na uzyskanie bardzo wiarygodnych wyni-

kow.
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Tabela 4. Wybrane pakiety oprogramowania do rekonstrukcji chronograméw przy uzyciu réznych
modeli zegaréow molekularnych opisanych w Tabeli 3 (wg HO i DUCHENE 2014, TAMURA i wspoélaut.

2012).
Oprogramowanie Model zegara molekularnego Podejscie statystycz- Topologia drzewa Referencje
ne
DAMBE Strict clock, discrete multi-ra- Metody oparte na Ustalona  wcze- XA i YANG 2011
te clock, autocorrelated relaxed dystansie genetycz- $niej
clock nym
PATHDS8 Autocorrelated relaxed clock Metody oparte na Ustalona  wcze- BRITTON i wspot-
dystansie genetycz- $niej aut. 2007
nym
R8S Strict clock, local multi rate Metody nieparame- Ustalona  wcze- SANDERSON 2003
clock, discrete multi-rate clock, tryczne — rate smo- S$niej
autocorrelated relaxed clock othing, najwiekszej
wiarygodnosci
PAML-BASEML Strict clock, local multi rate Metody najwiekszej Ustalona  wcze- YANG 2007
clock, discrete multi-rate clock wiarygodnosci $niej
TREEPL Strict clock, autocorrelated re- Metody najwiekszej Ustalona  wcze- SMITH i O’MEARA
laxed clock wiarygodnosci Sniej 2012
BEAST Strict clock, local multi rate Metody Bayesowskie Nie ma koniecz- DRUMMOND i
clock, autocorrelated relaxed nosci  ustalania wspotaut. 2012,
clock, uncorrelated relaxed topologii wcze- DRUMMOND i BoO-
clock Sniej UCKAERT 2015
MRBAYES Strict clock, autocorrelated re- Metody Bayesowskie Nie ma koniecz- RONQUIST i wspo6i-
laxed clock, uncorrelated rela- nosci  ustalania aut. 2012b
xed clock topologii wcze-
Sniej
MULTIDIVTIME Strict clock, autocorrelated re- Metody Bayesowskie Ustalona  wcze- THORNE i wspol-
laxed clock $niej aut. 1998
PAML-MCMCTREE = Strict clock, autocorrelated re- Metody Bayesowskie Ustalona  wcze- YANG 2007
laxed clock, uncorrelated rela- $niej
xed clock
PHYLOBAYES Strict clock, autocorrelated re- Metody Bayesowskie Ustalona  wcze- LARTILLOT i
laxed clock, uncorrelated rela- $niej wspotaut. 2009
xed clock
REVBAYES Strict clock, local multi rate Metody Bayesowskie Nie ma koniecz- HOHNA i wspol-
clock, discrete multi-rate clock, nosci  ustalania aut. 2016
autocorrelated relaxed clock, topologii wcze-
uncorrelated relaxed clock Sniej
MEGA Relaxed clock - RelTime Metody najwiekszej Ustalona  wcze- TAMURA i wspot-
wiarygodnosci Sniej aut. 2012

nie odtworzy¢ przebieg ewolucji sa bardziej
atrakcyjne od modeli prostych. Posiadajg
one jednak wady, ktére czynia analize trud-
na obliczeniowo i bardziej czasochlonng, a
ponadto, ze wzgledu na uzycie tych samych
danych do oszacowania wielu parametrow,
zwiekszaja prawdopodobienstwo pojawienia
sie bledéw. Dlatego selekcja modelu zegara
molekularnego musi by¢ oparta na tzw. brzy-
twie Ockhama - zasadzie ekonomii mys$lenia,
wedtug ktorej do wyjasniania zjawisk nalezy
uzyC mozliwie najmniejszej liczby zatozen i
pojec (POSADA i BUCKLEY 2004).

Na poczatku kazdej analizy powinno sie
przetestowaé, czy wariancja tempa substy-
tucji pomiedzy analizowanymi liniami takso-
nomicznymi spelnia zalozenia zegara mole-
kularnego typu ,strict clock”, a tym samym
uzasadnia zastosowanie bardziej zlozonego
modelu. Jezeli hipoteza o ,strict clock” nie
zostanie odrzucona, preferowane jest zasto-
sowanie zegara o stalym tempie ewolucji,
czyli modelu z mniejsza liczba parametréw,
prowadzacego do mozliwie najprecyzyjniej-
szych oszacowan czasow dywergencji (HO i
DUCHENE 2014).
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Pierwsze testy, tzw. ,relative rate tests”,
polegaly na poréwnaniu, czy roznica miedzy
tempem ewolucji jednego kladu (monofile-
tycznej grupy sekwencji) a kladem referen-
cyjnym [grupa zewnetrznag (ang. outgroup)
— sekwencja lub grupa sekwencji, ktéra jest
rownie odlegla od wszystkich sekwencji w
analizowanym zestawie danych] jest staty-
stycznie rézna od roznicy pomiedzy tempem
ewolucji drugiego kladu a ta sama grupa
referencyjna (SCHWARTZ i MUELLER 2010).
Ich zaleta byl brak koniecznosci znajomo-
Sci topologii drzewa filogenetycznego, a je-
dynie wymoég, aby dwa brane pod uwage
klady byly ze soba blizej spokrewnione niz
z grupa zewnetrzng. Zaawansowane metody,
oparte na topologii catych drzewach filoge-
netycznych, sa zazwyczaj znacznie bardziej
uzyteczne, poniewaz pozwalaja na przete-
stowanie wigkszej liczby modeli zakladaja-
cych roznorodno$S¢ tempa pomiedzy galezia-
mi, a nie tylko zgodnosci z modelem ,strict
clock”. Takimi metodami sa np. Likelihood
Ratio Test (LRT), Akaike Information Criteria
through Markov Chain Monte Carlo (AICM),
Path Sampling (PS) czy Stepping-Stone
Sampling (SSS). Shuza one do wyboru naj-
prostszego modelu sposrod dostepnych, kto-
ry jednoczes$nie jest najlepiej dopasowany do
zrekonstruowanej topologii drzewa filogene-
tycznego (SULLIVAN i JOYCE 2005, SCHWARTZ
i MUELLER 2010, Ho i DUCHENE 2014). Na
przyktad, selekcja modelu zegara za pomoca
najbardziej zaawansowanych metod takich
jak AICM, PS czy SSS moze byc¢ przeprowa-
dzona z wykorzystaniem pakietow BEAST,
MrBayes, RevBayes oraz programu Tra-
cer (RAMBAUT i wspoétaut. 2018) (Tabela 4).
Wszystkie te pakiety maja rozbudowane in-
strukcje obstugi oraz aktywne fora interne-
towe (https://groups.google.com/forum/#!fo-
rum/beast-users oraz .../revbayes-users),
gdzie uzytkownik moze uzyskac szczegolowe
informacje na temat konkretnych analiz.

KALIBRACJA ZEGARA MOLEKULARNEGO

Metody kalibracji

Dystans genetyczny pomiedzy sekwen-
cjami w zestawie danych jest pochodnag
ich tempa ewolucji i czasu jaki uptynal od
ostatniego wspélnego przodka. By precyzyj-
nie okresli¢ czas rozejScia sie poszczegdlnych
gatezi drzewa filogenetycznego i wlasciwie
oszacowac¢ tempo ewolucji molekularne;j,
konieczna jest prawidlowa kalibracja zegara.
Polega ona na oszacowaniu liczby mutacji,
ktére utrwalily sie wzdluz poszczegolnych
linii filogenetycznych od momentu ich
dywergencji, w przeliczeniu na jednostke
czasu (np. milion lat), uzywajac przy tym
niezaleznych danych zrodlowych. Wyboér

odpowiedniej kalibracji jest krytycznym
etapem w badaniach filogenetycznych, ale
niestety przez wiele lat byt zaniedbywany, a
jego znaczenie trywializowane (LEE 1999, Fo-
REST 2009, DUCHENE i wspoétaut. 2014). Ze-
gar molekularny mozna skalibrowac: (i) po-
srednio, uzywajac znanej juz wartosci tempa
substytucji dla danego markera lub (ii) bez-
posrednio, poprzez okreslenie wieku przynaj-
mniej jednego wezla drzewa filogenetycznego
w oparciu o niezalezne dane biogeograficzne,
kopalne lub aDNA (ang. ancient DNA) (Ho
2014). Warto pamietac, ze dane kopalne czy
biogeograficzne nie pozwalaja na konkretne,
precyzyjne okreslenie wieku wezla. Umozli-
wiaja one jedynie wyznaczenie minimalnych
i/lub maksymalnych granic wieku wezla
(ang. node age constraint), ktére moga by¢
zastosowane do kalibracji zegara molekular-
nego (WARNOCK i wspoélaut. 2014).

Kalibracja na podstawie znanego tempa
substytucji

Metoda ta zaklada stalos¢ tempa ewolu-
cji danego fragmentu DNA pomiedzy bada-
nymi liniami filogenetycznymi (model ,strict
clock”). Przykladem szeroko stosowanym w
kalibracji zegara molekularnego moze byc
tempo ewolucji fragmentu genomu mito-
chondrialnego (COI, tRNA Leu, COII) stawo-
nogow rowne 1,15x10® substytucji/na po-
zycje nukleotydowa/na milion lat (BROWER
1994). Do 2017 r. praca ta byla cytowana
ponad 1000 razy, z czego 60 razy tylko w
2016 r., co swiadczy, ze wartos¢ ta stala sie
swego rodzaju standardem w badaniach ge-
netycznych tej grupy zwierzat (Web of Scien-
ce, dostep 12.04.2017). W rzeczywistoSci za-
lozenie o stalosci tempa ewolucji w obrebie
tak réznorodnej grupy organizmow jak Arth-
ropoda jest bledne. Kalibracja zegara za po-
moca znanego stalego tempa substytucji po-
winna by¢ stosowana jedynie w badaniach
relacji filogenetycznych blisko spokrewnio-
nych gatunkow oraz markerow o dobrze
poznanej, stabilnej dynamice ewolucji (np.
geny kodujace biatka) (Ho i Lo 2013). W
tym przypadku model ,strict clock” pozwala
uzyskac¢ bardziej precyzyjne szacowanie cza-
s6w dywergencji niz pozostate modele.

Kalibracja na podstawie wydarzen
biogeograficznych

Przyczyna roznicowania sie gatunkow czy
populacji jest najczeSciej powstanie barier
geograficznych (np. ruchy gorotwoércze i tek-
toniczne, zlodowacenia, zmiany ukladu sieci
hydrograficznej) prowadzace do specjacji. Je-
sli tego typu wydarzenie jest datowane (np.
radiometrycznie), to mozna je przypisa¢ do
konkretnego epizodu dywergencji badanych
organizméw reprezentowanego przez wezet
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na drzewie filogenetycznym. Ten typ kalibra-
cji jest narazony na mniejsze niesScistosci niz
zapis kopalny, jednak nalezy stosowac go z
rozwaga, szczegblnie jesli chcemy uzyc zja-
wisk zachodzacych w sposob ciagly, przez
dziesiatki milionéw lat. Na przyklad, trudno
jest wykorzysta¢ pekniecie plyty tektoniczne;j
czy orogenezy do Scistego okreslenia wieku
danego wezla.

Ponadto, w przypadku rozejscia sie
dwoéch mas ladowych, jeszcze przez miliony
lat moze zachodzi¢ przepltyw genéw miedzy
populacjami zamieszkujacych je organizméw,
co jest uzaleznione od mozliwosci, sposobu i
tempa ich dyspersji. Kalibracja na podstawie
wydarzen biogeograficznych jest szczegodlnie
przydatna, kiedy dane kopalne sa bardzo
skape, co ma miejsce u wielu grup bezkre-
gowcOow (WARNOCK i wspoélaut. 2014).

Przykladem =zastosowania kalibracji bio-
geograficznej jest pojawienie sie Przesmyku
Panamskiego, ktére moze okreslic minimalng
granice wieku ostatniego wspoélnego przodka
organizméw morskich zamieszkujacych Mo-
rze Karaibskie i Ocean Spokojny. Przesmyk
ten stanowi rownocze$Snie pomost ladowy
okreslajacy maksymalng granicg wieku bli-
sko spokrewnionych organizméw ladowych
zamieszkujacych Ameryke Poéilnocna i Potu-
dniowa (FOREST 2009, Ho i wspoétaut. 2011).

Kalibracja na podstawie danych kopalnych

Jedna z najpowszechniejszych metod ka-
libracji szczegdlnie w badaniach dotyczacych
kregowcow jest uzycie danych kopalnych.
Skamienialo§¢ dostarcza informacje o naj-
wczesniejszym pojawieniu sie mozliwego do
zidentyfikowania przedstawiciela danej linii
rodowej. Tym samym, pozwala ona na spre-
cyzowanie dolnej (minimalnej) granicy wie-
ku dywergencji, ktéra data poczatek tej li-
nii. Nalezy jednak pamietaé, ze pojawienie
sie taksonu w zapisie kopalnych reprezen-
tuje raczej czas jego licznego wystepowania
niz powstania. Przyczyna, dla ktorej zapis
kopalny zwykle nie moze nam wskazywac
gornej (maksymalnej) granicy wieku wezta
jest fakt, ze istnieje prawdopodobienstwo
odnalezienia starszych skamienialosci, kto-
re przesuna wstecz czas pojawienia sie linii
taksonomicznej (DONOGHUE i BENTON 2007,
FOREST 2009).

Kalibracja na podstawie danych kopal-
nych moze by¢ zwiazana z szeregiem ble-
dow, ktore mozemy podzielic na kilka grup:
(i) bledy w topologii drzewa filogenetyczne-
go, (ii) bledy wynikajace ze stopnia zacho-
wania danych kopalnych (ich niekomplet-
nos¢ lub fragmentarycznosc), (iii) bledna i/
lub blednie zastosowana metodologia uzyta
do identyfikacji skamienialosci i jej przyna-
leznosci taksonomicznej, (iv) bledy zwiazane

z samym procesem pozyskiwania prob, (v)
btednie oceniony wiek skamienialosci, jako
efekt bezposredniego utozsamienia go z wie-
kiem formacji skalnej, w ktorej zostata zna-
leziona (DONOGHUE i BENTON 2007). W celu
poprawienia wiarygodnosci tego rodzaju kali-
bracji w 2015 r. stworzono miedzynarodowa
internetowa baze danych, Fossil Calibration
Database, udostepniajaca informacje o po-
nad 150 zweryfikowanych punktéw kalibra-
cyjnych dla réznych grup Eukaryota (KSEPKA
i wspétaut. 2015).

Doskonalym przykladem uzycia szeregu
skamieniatosci do kalibracji zegara moleku-
larnego na roznych poziomach filogenezy sa
badania nad radiacja pingwinéw, ktére wy-
kazaly, ze linie wspélczesnie zyjacych gatun-
kow zréznicowaly sie w miocenie i pliocenie,
znacznie pozniej niz zakladano do tej pory.
Badania te wykazaly dodatkowo, ze uzycie
wiekszej liczby gleboko polozonych fosylnych
punktow kalibracyjnych wplynelo pozytyw-
nie na precyzje i wiarygodnos¢ oszacowania
czasOw dywergencji wspolczesnych gatunkow
(GAVRYUSHKINA i wspélaut. 2017).

Kalibracja w oparciu o kopalne antyczne DNA
(aDNA)

Jezeli mamy dostep do kopalnego DNA
i znamy jego wiek, to mozemy je uzy¢ do
bezposredniej kalibracji zegara molekular-
nego. Jest to mozliwe w przypadku dobrze
zakonserwowanych tkanek lub nawet szyb-
ko ewoluujacych wirusow, ktorych probki
pobierane byly w seriach czasowych. Kali-
browanie zegara molekularnego za pomoca
aDNA moze by¢ bardzo efektywne, poniewaz
zwykle nie ma watpliwosci co do jego wie-
ku i stosunkowo latwo mozna przypisac ten
wiek do konkretnego wezla w filogenezie (HO
2014).

Mimo niewatpliwych =zalet, istnieje kil-
ka powaznych problemow zwigzanych z tym
rodzajem kalibracji. Antyczne DNA jest zwy-
kle trudno dostepne i relatywnie zbyt mlo-
de, aby nadawalo sie¢ do szacowania wieku
wezlow na glebszych poziomach filogenezy.
Jednak najwiekszym wyzwaniem tego ro-
dzaju kalibracji jest posmiertna degradacja
kwasow nukleinowych. Po $mierci organi-
zmu, czasteczki DNA wulegaja fragmentacji
oksydacyjnej, hydrolizie i wiaza sie krzyzo-
wo, co ogranicza wydajnos¢ reakcji PCR.
Skutkuje to przede wszystkim czestymi ble-
dami podczas wstawiania zasad przez poli-
meraze, krotszymi produktami amplifikacji
lub ich brakiem (HO i wspoétaut. 2007, WIL-
KE i wspotaut. 2009).

Przykladem udanego zastosowania aDNA
w celu ustalenia tempa substytucji jest pra-
ca dotyczaca dynamiki ewolucji hatterii,
uznawanej za zywa skamienialos¢ i relikt
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ery mezozoicznej. Hatteria charakteryzuje sie
bardzo wolnym metabolizmem i wzrostem,
dlugim cyklem zyciowym i wolnym tempem
reprodukcji, sugerujac niskie tempo ewolucji
molekularnej. Poréwnano fragment sekwen-
cji mitochondrialnego regionu kontrolnego
z dobrze zakonserwowanych subfosylnych
probek tkanki kostnej o znanym wieku
oraz z tkanek wspoéliczesnie Zzyjacych hatte-
rii. Wbrew zalozeniom okazalo sie, ze tempo
substytucji w badanym fragmencie jest jed-
nym z najwyzszych zarejestrowanych wsrod
kregowcow. Brak wiec w tym przypadku po-
twierdzenia dla korelacji pomiedzy tempem
substytucji a takimi czynnikami jak tempo
metabolizmu czy dlugos¢ trwania pokolenia,
opisanych w poprzednim rozdziale niniejsze-
go artykulu. To pokazuje, ze nie nalezy ge-
neralizowac i zakladac, ze jesli u wielu grup
organizméw jakis czynnik ma wplyw na he-
terogenicznosS¢ tempa ewolucji, to mozna te
zaleznos¢ przetozy¢ na wszystkie organizmy
(HAY i wspoétaut. 2008).

Podsumowanie opisanych powyzej metod
kalibracji znajduje sie w Tabeli 2.

OKRESLENIE LICZBY, POLOZENIA I WIEKU
PUNKTOW KALIBRACYJNYCH

Miejsce i liczba punktéow kalibracyjnych

Punkt kalibracyjny to wezel o znanym
czasie dywergencji linii filogenetycznych, po-
wiazany z konkretnym wydarzeniem z prze-
szloSci datowanym za pomoca niezaleznych
metod np. stratygraficznych czy radiome-
trycznych. Takim punktem moze byé na
przyktad poczatek izolacji linii ewolucyjnych
zab zielonych (Pelophylax) zamieszkujacych
Cypr i zachodnia Anatolie, na skutek wy-
pelnienia basenu Morza Srédziemnego przez
wody oceaniczne po Kryzysie Messynskim,
ok. 5,5-5,3 miliona lat temu (AKIN i wspol-
aut. 2010). Innym przyktadem moze by¢ po-
wstanie starozytnego Jeziora Ochrydzkiego
ok. 2-3 miliony lat temu, zapoczatkowuja-
ce radiacje zamieszkujacych je skorupiakéow
obunogich (WYSOCKA i wspétaut. 2013).

Umiejscowienie i liczba kalibrowanych
wezléow powinny byc¢ dobrze przemyslane.
Nawet jesli mamy prawidlowo przyrownany
zestaw danych, wiarygodna kalibracje i wla-
Sciwie dobrany model zegara molekularne-
go, to niewlasciwa pozycja i niedostateczna
liczba punktéw kalibracyjnych moze przesa-
dzi¢ o prawidlowosci wyniku analizy. Wie-
lu badaczy wskazuje, ze dla wiarygodnosci
analizy, nawet przy homogenicznosci tem-
pa ewolucji, warto uzy¢ wiecej niz jednego
punktu kalibracyjnego. Z drugiej strony,
niedobor sprawdzonych punktéw kalibracyj-
nych dla wielu grup taksonomicznych wiaze
sie z trudnym wyborem, czy uzy¢ jednego,

ale pewnego, czy kilku, ale mniej wiarygod-
nych punktow. Wybor nie jest prosty. Za-
stosowanie jednego punktu kalibracyjnego
skutkuje wigksza liczba bledéw i mniejsza
precyzja niz zastosowanie kilku kalibracji,
za$ jesli chodzi o pozycje punktu kalibra-
cyjnego, to lepsze wyniki daje umieszczenie
go na glebszych weztach drzewa filogene-
tycznego. Wplyw potozenia punktu kalibra-
cyjnego na datowanie filogenezy wyjasniamy
w oparciu o Ryc. 1. Uzycie tylko jednego
wezla, np. A jako punktu kalibracyjnego
przy zalozeniu stalego tempa ewolucji na
wszystkich galeziach drzewa, nie jest pro-
blematyczne, jednak statos¢ tempa, to sytu-
acja rzadka. Przy heterogenicznosci tempa
ewolucji, moze by¢ ono znacznie wyzsze dla
linii filogenetycznych I i II, pochodzacych
od przodka A, niz u pozostatych (III-VI).
Wowczas, opierajac sie tylko o te kalibracje
otrzymamy falszywg, przeszacowana ogoélng
warto$¢ tempa substytucji. Dlatego znacz-
nie bardziej wiarygodna bedzie kalibracja
wezta B, blizej korzenia drzewa, co spowo-
duje mniejsza podatnos¢ szacowanego tem-
pa substytucji na czynniki zwiazane z efek-
tem taksonu. Podobny efekt bedzie miala
kalibracja kilku punktow jednoczesnie (np.
wezty B, C i D), co pozwoli na zbalanso-
wanie oceny temp substytucji na drzewie
(WILKE i wspoélaut. 2009, DUCHENE i wspot-
aut. 2014).

Poniewaz szacowanie ,tempa tykania”
zegara molekularnego jest wrazliwe na po-
zycje punktu kalibracyjnego, trzeba miec
Swiadomosé, ze tempo ewolucji moze by¢
nieskorelowane lub autoskorelowane po-
miedzy liniami taksonomicznymi majacymi
bliskiego wspolnego przodka. Modele o nie-
skorelowanym tempie wyrédzniaja sie tym,
ze tempo ewolucji dowolnie wybranej galezi

MWW

Ryc. 1. Schemat obrazujacy przykladowe drzewo
filogenetyczne.

Wezty, ktoére mozna wykorzysta¢ do kalibracji zegara
molekularnego oznaczone sa literami A-D, natomiast
poszczegblne linie taksonomiczne cyframi rzymskimi I-
VI. Wezly plytkie to te potozone najblizej korony drzewa
np. A, natomiast glebokie (wezly starsze) to np. B.
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drzewa jest niezalezne od innych. Modele,
gdzie tempo jest skorelowane zakladaja, ze
jest ono powiazane na sasiadujacych gate-
ziach. Uzycie pojedynczej lub/i plytkiej ka-
libracji jest obarczone wiekszym ryzykiem
btedu w przypadku zegara molekularnego
o tempie autoskorelowanym. Dzieje sie tak,
poniewaz para galezi skladajaca sie z galezi
ancestralnej i potomnej bedzie miata zwy-
kle bardziej podobne tempo substytucji niz
para losowo wybranych gatezi z dowolnych
czesci drzewa. Stad wiarygodnos¢ szacowa-
nia wieku wezta zalezy od tego czy jest on
zagniezdzony w kladzie o korzeniu bedacym
punktem skalibrowanym. Patrzac na drze-
wo filogenetyczne przedstawione na Ryc. 1,
kalibracja wezla C bardziej nadaje sie do
okreslenia wieku wezla D niz A. Rowniez w
takim przypadku wskazana jest kalibracja
weztow na glebszych poziomach filogenezy
(WILKE i wspolaut. 2009, DUCHENE i wspol-
aut. 2014).

Okreslenie wieku dywergencji, ktére wy-
darzyly sie stosunkowo niedawno, wymaga
kalibracji na plytszych poziomach filogenezy,
a kalibracja na poziomie korzenia lub glebo-
kich weztow, prowadzi do powaznych bledow
i obnizonej precyzji w szacowaniu wartosci
tempa ewolucji. W tym przypadku tradycyj-
na kalibracja na podstawie wydarzen geolo-
gicznych (majacych zwykle co najmniej kil-
ka min lat) jest malo przydatna. Przykladem
zwrocenia uwagi na ten problem sg badania
filogenezy populacji slodkowodnych ryb z ro-
dzajéow Gobiomorphus i Galaxias, zamieszku-
jacych rozne systemy rzeczne Nowej Zelan-
dii. Tu najlepszymi punktami kalibracyjnymi
okazaly si¢ niedawne plejstocenskie zmiany
geomorfologiczne terenu powodujace rearan-
zacje sieci hydrologicznej, a w konsekwencji
prowadzace do izolacji populacji zamieszku-
jacych je organizmoéw (WATERS i wspoétaut.
2007).

Nieadekwatna kalibracja moze by¢ brze-
mienna w skutkach, a ich charakter bywa
trudny do przewidzenia. Jezeli tempo ewo-
lucji w danej linii jest bardzo wysokie (np.
w przypadku wiruséw), dodatkowym pro-
blemem jest szczegblnie wysokie wysycenie
mutacjami, zwlaszcza w glebszych partiach

drzewa  filogenetycznego. @ Nawet uzycie
bogatego w parametry modelu substytucji
moze by¢ niewystarczajace, bowiem

substytucja w jednej pozycji mogla zajsé
wielokrotnie. Kalibracja ptytkich wezlow w
drzewie zrekonstruowanym na podstawie
sekwencji z problemem saturacji, prowadzi
do jego kompresji. Terminem tym okresla
sie zjawisko niedoszacowania tempa mutacji
na glebszym poziomie filogenezy. Skutkiem
jest  skrocenie dlugosci podstawowych
galezi drzewa, podczas gdy w rzeczywistosci

powinny by¢ one znaczaco dhluzsze.
Kompresja ta jest dodatkowo niejednorodna
i wieksza w przypadku dlugich gatezi.
Istnieje kilka strategii stuzacych ztagodzeniu
efektu kompresji drzewa. Jedna z nich jest
bardzo rygorystyczne podejscie do selekcji
modelu zegara molekularnego, poniewaz
szacunki dlugosci galezi sg bardzo wrazliwe
na parametry w nim zawarte. Rowniez
zmiana na wspomniang juz kalibracje
gltebokich wezléw, a nawet korzenia drzewa
moze by¢ w takiej sytuacji pomocna (SUL-
LIVAN i JOYCE 2005, DUCHENE i wspoétaut.
2014). LANFEAR i wspoétaut. (2010) zapropo-
nowali nieco inne rozwigzania problemu sa-
turacji. Pierwsze zaklada wylaczenie z anali-
zy informacji danych dotknietych saturacja,
co jest rozwiazaniem klopotliwym, poniewaz
zubaza zestaw analizowanych sekwencji.
Drugie rozwiazanie szacuje tempa substytu-
cji jedynie w oparciu o rzadziej zachodzace
typy substytucji, skutkujace mniejsza licz-
ba wysycen. Przykladowo, mozna uzyskac
tempo substytucji tylko na podstawie pod-
stawien niesynonimicznych (uzywajac do
analizy np. sekwencji kodujacych biatka),
ktore zachodza znacznie rzadziej niz syno-
nimiczne. Inni badacze w takiej sytuacji
szacuja tempo ewolucji tylko na podsta-
wie transwersji, ktére zachodza rzadziej niz
tranzycje, uzywajac metody zwanej RY-co-
ding (ang. purine-pyrimidine coding). LAN-
FEAR i wspolaut. (2010) wskazuja, ze majac
do czynienia z problemem saturacji, lepiej
jest ponownie przeprowadzi¢ analize, tyle ze
uzywajac rzadszej kategorii substytucji, niz
usuwac problematyczne dane. Z kolei prze-
szacowanie wieku plytkich weztow doprowa-
dzi¢ moze do rozszerzenia/nadbudowy drze-
wa. Jest to szczegblnie problematyczne w
analizie grup taksonomicznych, dla ktérych
brak jest wiarygodnych punktéw kalibracyj-
nych lub jest ich bardzo malo. Powszech-
nie uzywanym rozwigzaniem jest wowczas
wlaczenie do rekonstrukcji filogenezy gru-
py zewnetrznej, o znanym wieku rozejScia
sie z grupa analizowana (WILKE i wspoétaut.
2009, DUCHENE i wspoétaut. 2014).

Okreslanie wieku wezla kalibracyjnego w latach

Istnieja trzy glowne podejscia do okresle-
nia wieku kalibracji wezlow filogenetycznych.

Kalibracja punktowa. Polega ona na
przypisaniu konkretnego wieku w latach,
do co najmniej jednego wezla. Na przyktad
ZUCKERKANDL i PAULING (1965), badajac czas
pojawiania sie duplikacji ssaczego genu glo-
biny zalozyli, ze ostatni wspélny przodek
ssakéw ltozyskowych zyt 80 miln lat temu.
Tego rodzaju zamiana dowodu kopalnego
w punkt kalibracyjny o S$cisle okreslonym
wieku jest jednak mozliwa tylko wtedy,
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gdy takson kopalny reprezentuje wspodlne-
go przodka dwoch ciagle istniejacych linii.
Taka sytuacja nalezy do wyjatkowo rzad-
kich. Kalibracja punktowa jest najstarsza i
najprostsza technika kalibracji, ktérej pod-
stawowa wada jest niepewnos$¢ wieku tak
skalibrowanych weztow, co moze dac¢ zhtud-
ne wrazenie precyzji. Pomimo swoich wad
metoda ta jest wciaz popularna, ze wzgledu
na latwos¢ jej stosowania.

Natozenie minimalnych i/lub maksymal-
nych granic wieku wezla. Metoda ta nie
ogranicza wieku wezla do jednej konkret-
nej wartosci, lecz umozliwia przypisanie mu
zakresu czasu, co jest podejSciem znacznie
rozsadniejszym niz poprzednie. Na przy-
klad, SANDERSON (1997) w badaniach nad
dywersyfikacja roslin nasiennych, na pod-
stawie danych kopalnych zalozyl, ze mini-
malny wiek dywergencji pomiedzy roslinami
szpilkowymi a milorzebami wynosi 320 mln
lat, a minimalny wiek dwuliSciennych okre-
§lit na 125 mln lat temu.

Rozklady parametryczne. Rozwijane w
ostatnich latach metody bayesowskie po-
zwalaja na ograniczenie dolnej i gornej
granicy wieku wezla poprzez zastosowanie,
odzwierciedlajacych przedzial ufnosci, pa-
rametrycznych rozkladéw prawdopodobien-
stwa posiadania przez wezet okreslonego
wieku w zadanym zakresie czasu. W nie-
ktorych przypadkach mozliwe jest okresle-
nie tylko jednej z granic wieku wezla. Wiek
wezla w metodach bayesowskich moze zo-
sta¢ wyrazony przy pomocy dowolnego roz-
ktadu prawdopodobienstwa, zdefiniowanego
przez badacza w zaleznosci od potrzeb i
wiedzy. Jednak najczesciej uzywane sa roz-
ktady: normalny, logarytmiczny, wykladni-
czy i gamma (GRAUR i MARTIN 2004, HoO i
PHILIPS 2009, NOWAK i wspétaut. 2013). Dla
przykladu, w swoich badaniach nad przy-
czynami i ramami czasowymi dywersyfikacji
jednego z morfogatunkow stodkowodnych
skorupiakow obunogich w Europie, MAMOS
i wspotaut. (2016) natozyli rozklad logaryt-
miczny na wezel reprezentujacy wspolnego
przodka populacji zamieszkujacych obec-
nie Karpaty Poludniowe i Géry Batkan. Zyl
on we wczesnym plejstocenie, miedzy 2,6
mln lat temu, kiedy rozpoczela sie regresja
Morza Moezyjskiego rozdzielajacego te dwa
tancuchy goérskie, a 1,3 mln lat temu, kie-
dy rozwinelo sie dorzecze dolnego Dunaju,
laczace splywajace z nich rzeki.

Inne istotne kwestie zwigzane z oszacowaniem
tempa ewolucji przy pomocy zegara
molekularnego

Ocena tempa substytucji na podstawie

zestawu sekwencji o malej liczbie podsta-
wien, wynikajacych z niskiego tempa sub-

stytucji, niedawnej dywergencji lub zbyt
matej liczby poréownywanych sekwencji,
moze byc¢ obarczona bledem. Dzieje sie tak,
poniewaz nawet niewielkie réznice w licz-
bie podstawien miedzy sekwencjami, spo-
woduja nieproporcjonalnie duze przeszaco-
wanie tempa ewolucji. Jest to szczegolnie
problematyczne w filogenetyce porownaw-
czej, kiedy zmiany tempa substytucji sa
podstawowa analizowana zmienna. Istnieje
jednak test pozwalajacy zidentyfikowac ta-
kie pozornie istotne zmiany tempa ewolucji.
Poréwnuje on wielkosci wariancji oszacowy-
wanych zmian tempa podstawien i wychwy-
tuje te, ktore sa wynikiem zbyt malej liczby
substytucji w zestawie danych. Po rozpo-
znaniu, problematyczne oszacowania po-
winny zosta¢ wykluczone z analizy. Trudno
pogodzi¢ sie z taka utrata niekiedy sporej
czesci danych. Jednak zaréwno teoria, jak
i praktyka naukowa pokazuja, ze jest to
czesto jedyny sposéb na polepszenie mocy
kolejnych analiz statystycznych (LANFEAR i
wspétaut. 2010).

Rowniez proba okreslenia tempa ewolu-
cji wsrod blisko spokrewnionych gatunkéw
wiaze sie z niewielka liczba podstawien w
zestawie danych. Warto podkresli¢, ze nie
wszystkie réznice pomiedzy sekwencjami to
substytucje, ktore utrwalily sie po rozpo-
czeciu izolacji reprodukcyjnej pomiedzy ga-
tunkami. Moga to by¢ wewnatrzgatunkowe
polimorfizmy, pojawiajace sie spontanicz-
nie u niektoérych osobnikéw lub utrwalone
wczesniej polimorfizmy ancestralne. Mylenie
takich substytucji z intraspecyficznymi poli-
morfizmami moze utrudniaé¢ uzyskanie wia-
rygodnych wynikow. Na przyklad, w przeci-
wienstwie do wczesniej utrwalonych substy-
tucji, czestotliwos¢ wystepowania polimorfi-
zmoOw wewnatrzgatunkowych zalezy od wiel-
kosci populacji. W zwigzku z powyzszym,
najlepiej jest stosowac analize tempa ewo-
lucji do dywergencji na tyle starych linii, ze
liczba polimorfizméw wewnatrzgatunkowych
bedzie nieistotna w poréwnaniu z liczbg
substytucji réznicujacych gatunki (WILKE i
wspotaut. 2009, LANFEAR i wspotaut. 2010).

Nastepnym problemem zwiazanym 2z

analizami tempa ewolucji jest efekt ,ge-
stosci  wezlow” (ang. node-density ef-
fect), w ktorym liczba substytucji czesto

jest niedoszacowana w przypadku dhlugich
gatezi drzewa. Wynika to miedzy innymi
z wysycenia substytucjami, braku wiedzy
na temat wymartych linii filogenetycznych
lub ich faktycznej réznorodnosci w czesci
drzewa zawierajacej diugie gatezie. Mozna
wowczas dojs¢ do mylnego wniosku, ze
tempo ewolucji jest wyzsze w czesSci drzewa,
gdzie znajduje sie wieksza liczba weztow.
Szczegolnie wazne jest zwrdocenie uwagi na
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to zjawisko w badaniach poréwnujacych
tempo dywersyfikacji roéznych grup orga-
nizmow. Istnieja jednak testy statystyczne
sprawdzajace, czy filogeneza pozostaje pod
wplywem efektu ,gestosci wezléw” (LANFEAR
i wspoétaut. 2010).

PRZYKLADOWE ZASTOSOWANIE
KONCEPCJI ZEGARA
MOLEKULARNEGO W BADANIACH
EWOLUCYJNYCH

Znaczenie filogenetyki molekularnej za-
czelo rosna¢ w latach 90. XX w., ze wzgle-
du na opracowanie i popularyzacje techni-
ki PCR umozliwiajacej szybkie namnazanie
fragmentéw DNA, powstawanie coraz bar-
dziej rygorystycznych metod konstruowa-
nia drzew oraz rosnace zainteresowanie
projektami genomowymi. Zegar molekular-
ny, bedacy jednym z wazniejszych owocow
filogenetyki, znalazl wiele zastosowan w roz-
nych dziedzinach nauk biologicznych i me-
dycznych, takich jak: biologia ewolucyjna,
biologia systematyczna, ochrona srodowiska
(np. monitorowanie bior6znorodnosci czy
tempa powstawania i wymierania gatunkow),
epidemiologia molekularna czy archeologia i
prehistoria cztowieka.

ARCHEOLOGIA I POCHODZENIE CZLOWIEKA

W badaniach odtwarzajacych historie
ewolucyjna czlowieka zawsze byly wazne
metody zaréwno fizyczne (np. datowanie izo-
topowe), jak i biologiczne. Archeolodzy siega-
li najczesciej do danych z dziedziny anato-
mii, patologii czy palinologii. Jednak od lat
80. XX w. coraz chetniej wykorzystuja w
tym celu biologie molekularna, a wraz z nig
zegar molekularny. Przykladem zastosowania
tej koncepcji w antropologii sa badania nad
pochodzeniem cztowieka i jego pokrewien-
stwem z innymi zwierzetami.

Karol Darwin by pierwszym biologiem,
ktéry zasugerowal, ze istnieje bliskie po-
krewienstwo pomiedzy czlowiekiem a inny-
mi naczelnymi. Przez kilka dekad wielu na-
ukowcow, w tym ewolucjonistow, odrzucato
te idee jako zbyt kontrowersyjna. Do lat 60.
XX w. badania nad skamieniatloSciami po-
twierdzily co prawda teorie, ze to szympans
i goryl sa naszymi najblizszymi krewniakami,
jednak pokrewienstwo to uwazano za odlegle
w czasie. Wiecej Swiatla na te sprawe rzuci-
ly liczne badanie molekularne z wykorzysta-
niem zegara molekularnego, ktére polegaty
na porownaniu calych genomoéw oraz wzoru
metylacji wysp CpG u czlowieka i innych
wybranych naczelnych. Analiza zebranych
danych pokazala, ze relacje z szympansem
i gorylem sa znacznie blizsze nizby to
wynikalo z danych paleontologicznych.

Szympans okazal sie najblizej spokrewniony
z czlowiekiem (rozdziatl linii ewolucyjnych
nastapil okoto 9,3-6,5 mln lat temu),
natomiast goryl jest naszym nieco dalszym
kuzynem (rozdzial nastapit okolo 12,2-9.,4
mln lat temu) (MOORJANI i wspélaut. 2016).

Wciaz prowadzone sa intensywne bada-
nia nad pochodzeniem wspoiczesnych na-
czelnych. Dotychczasowe badania moleku-
larne i morfologiczne wspieraja monofiletycz-
no$¢ kladu Euarchonta, do ktorego naleza
wspolczesnie zyjace trzy grupy ssakow: na-
czelne, wiewioreczniki i skoéroskrzydle (cza-
sem blednie nazywane latajacymi lemurami).
Siostrzana grupa dla tego kladu sa sieka-
czowce (Glires — zajeczaki i gryzonie). Przez
dhugi czas brakowalo wiedzy na temat re-
lacji filogenetycznych w obrebie Euarchon-
ta. W ciagu ostatnich 30 lat powstaly trzy
hipotezy: (1) grupa siostrzana dla naczel-
nych sa wiewioreczniki, (2) grupa siostrzana
dla naczelnych sa skoroskrzydle, (3) grupa
siostrzana dla naczelnych sa zarowno wie-
wibreczniki, jak i skoéroskrzydle. JANECKA i
wspoétaut. (2007) uzyli ,relaxed molecular
clock”, aby odtworzy¢ filogeneze grupy Euar-
chonta. Klad Glires wykorzystano jako grupe
zewnetrzna. Wyniki potwierdzily jednoznacz-
nie, ze to skoroskrzydle sa najblizszymi zy-
jacymi krewnymi naczelnych, od ktérych od-
dzielity sie ok. 80 milionéw lat temu. Nato-
miast grupa skoéroskrzydte-naczelne oddzieli-
la sie od wiewiorecznikow ok. 88 milionow
lat temu.

BIOLOGIA SYSTEMATYCZNA

Ostatnie lata badan z wykorzystaniem
markerow molekularnych zrewolucjonizowaty
poglady na temat réznorodnosci biologiczne;j
w przypadku wielu grup organizmoéw. Oka-
zalo sie, ze wiele gatunkéw zwierzat i ro-
§lin definiowanych konwencjonalnie w opar-
ciu o cechy fenotypowe, to w rzeczywistosci
kompleksy odrebnych linii filogenetycznych,
nierozroznialnych morfologicznie lecz dywer-
gentnych genetycznie i posiadajacych wla-
sne historie ewolucyjne. Zastosowanie zegara
molekularnego ujawnilo np., ze w przypad-
ku stodkowodnych skorupiakéw obunogich z
morfogatunku Gammarus fossarum zamiesz-
kujacych Karpaty, linie te zaczely sie roz-
dziela¢ nawet 12 milionow lat temu, a wiek-
szo$¢ z nich ewoluuje odrebnie juz od ponad
S milionow lat (COPILAS-CIOCIANU i PETRUSEK
2015). Datowanie pozwolilo réwniez na po-
wiazanie historii ewolucyjnej poszczegolnych
linii z historia geologiczng Karpat. Dla od-
miany, w przypadku strzykw z rodzaju Holo-
thuria wystepujacych w Morzu Srédziemnym
i polnocno-wschodnim Atlantyku, poszcze-
golne gatunki maja jeszcze dluzsza histo-
rie, siegajaca zwykle 20-60 milionoéw lat, a
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niekiedy nawet 170 milionéw lat (BORRERO-
-PEREZ i wspélaut. 2010).

EPIDEMIOLOGIA MOLEKULARNA

Jednym z najbardziej praktycznych za-
stosowan zegara molekularnego sa badania
nad powstawaniem i rozprzestrzenianiem sie
chorob zakaznych. Oszacowanie czasu po-
wstania linii filogenetycznego patogenu moze
by¢ kluczem do odkrycia miejsca i przyczyny
pojawienia sie choroby. Patogeny takie jak
wirusy nie pozostawiaja po sobie zadnych
danych kopalnych, przez co ich geneza jest
niejasna i jedynie dane molekularne moga
pozwoli¢ na rekonstrukcje historii epidemii,
glownie na podstawie zachowanych probek
(np. krwi czy tkanek pacjentéw). Wirusowe
zegary molekularne sa najczesciej kalibrowa-
ne na podstawie wczesniej zgromadzonych
probek, np. jesli probki krwi pobrano seryj-
nie od tego samego zainfekowanego pacjen-
ta albo jest dostepny zbiér probek archiwal-
nych, to mozliwe jest przetestowanie stato-
Sci tempa ewolucji wzdtuz filogenezy wirusa
(BoMHAM i PENNY 2003).

Bardzo znanym przykladem jest ustale-
nie historii pandemii AIDS spowodowanej
przez wirus zespolu nabytego braku odpor-
nosci (HIV). Dokladne datowanie transmisji
tego wirusa jest krytyczne dla okreslenia
ryzykownych zachowan i rozwoju odpowie-
dzi immunologicznej organizmu czlowieka.
Wielokrotnie podejmowano proby zrekonstru-
owania historii ewolucyjnej HIV. Badania fi-
logenetyczne z uzyciem metody zegara mole-
kularnego pozwolily na wyciagniecie co naj-
mniej kilku istotnych wnioskow. Najprawdo-
podobniej wirus HIV pochodzi od malpiego
wirusa nabytego niedoboru odpornosci (SIV)
i pojawil sie on w ludzkich populacjach Za-
chodniej i Centralnej Afryki w wyniku wielo-
krotnych odzwierzecych transmisji. Poczatko-
wo pojawila sie teoria jakoby zrodiem wiru-
sa SIV byla zanieczyszczona doustna szcze-
pionka przeciwko polio, ktorg podawano
afrykanskim dzieciom w ramach programoéw
szczepien ochronnych prowadzonych na
przetomie lat 50 i 60 (szczepionka byta pro-
dukowana na tkankach szympansa). Hipo-
teze te jednak odrzucono. Miedzygatunkowe
infekcje mogly zajs¢ w wyniku polowan na
malpy, jako zrédlo migsa, oraz popularnego
W tym regionie trzymania ich jako zwierze-
ta domowe. Datowanie na podstawie danych
molekularnych wskazuje na to, ze glowny
szczep, HIV-1 M, jest najstarsza linig ataku-
jaca ludzi, ktorej ostatni wspdlny (z innymi
ludzkimi szczepami) zyjacy przodek istniat
na poczatku XX w. Szacuje sie, ze ostatni
wspolny zyjacy przodek HIV-1 i SIV zyt naj-
prawdopodobniej w drugiej potowie XIX w.
(KORBER i wspoélaut. 2000, HEMELAAR 2012).

Przyklady przywolane w tej pracy poka-
zuja, jak bardzo przydatny jest zegar mo-
lekularny przy rozwigzywaniu probleméw
badawczych z bardzo réznych specjalnosci
nauk biologicznych. Dlatego, pomimo ob-
szernej podbudowy teoretycznej tej koncepcji
i dos¢ skomplikowanej metodologii rekon-
strukcji chronogramoéow, warto siegnac¢ po to
narzedzie w praktyce badawczej.
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Streszczenie

Koncepcja zegara molekularnego powstata ponad poét
wieku temu i od tamtej pory odegrala wazng role w ba-
daniach biologicznych, zajmujacych sie zaréwno opisem
procesow ewolucyjnych, jak i szacowaniem wieku dywer-
gencji. Zegar molekularny odmierza czas pomiedzy po-
szczegOlnymi wydarzeniami ewolucyjnymi, opierajac sie
na zalozonym modelu ewolucji (czyli tempie substytucji).
Dziesiatki lat badan pokazaly, ze tempo ewolucji nie jest
wartoscia uniwersalna dla wszystkich organizmoéw i za-
lezy od szeregu czynnikow, takich jak: wielko§¢ ciala,
dlugos¢ trwania cyklu zyciowego czy tempo metaboli-
zmu. Spowodowalo to opracowanie wielu modeli zegara
molekularnego bioracych pod uwage zmiennos¢ tempa
wzdluz gatezi drzewa filogenetycznego. Ogromna role w
odtwarzaniu filogenezy przy uzyciu zegara molekularne-
go jako narzedzia, stanowi jego kalibracja. Istnieje kilka
metod kalibracyjnych, ktorych zastosowanie zalezy od
dostepnosci punktow kalibracyjnych dla badanej grupy
organizmow. Gléwnym celem artykulu jest zapoznanie
czytelnika zaréwno z teoretycznymi, jak i z praktycznymi
zagadnieniami dotyczacymi zegara molekularnego.
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MOLECULAR CLOCK IN THEORY AND PRACTICE: A GUIDE FOR BEGINNERS

Summary

The concept of molecular clock was established more than half a century ago. Since then it has played an
important role in studies dealing both with the description of evolutionary processes and with the estimation of time
periods at which evolutionary lineages diverged. The molecular clock measures the time passed between subsequent
evolutionary events, based on the assumed model of evolution (substitution rate). Decades of studies have shown
that the substitution rate is not universal for all organisms. It differs among taxa and this heterogeneity is related
to a number of factors, such as: body size, generation time, and metabolic rate. Uncovering causes and correlates
of the rate variation have induced development of many new models of molecular clock, taking into account the
variation of substitution rate along the branches in the phylogenetic tree. Proper calibration of molecular clock
plays a major role in inferring time-calibrated phylogeny. There are several calibration methods and their application
depends on the availability of calibration points for the studied organisms. The main aim of our paper is to
familiarize the reader with both the theoretical and practical issues related to the idea of molecular clock and its

practical application.

Key words: molecular clock, rate of evolution, substitution rate, calibration methods, molecular clock models, divergence,

molecular markers



