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REKONSTRUKCJA FILOGENEZY I WNIOSKOWANIE FILOGENETYCZNE W BADANIACH
EWOLUCYJNYCH

DARWIN, HAECKEL I FILOGENEZA

W lipcu 1837 r. Darwin naszkicowal w
swoim notatniku schematyczny graf rela-
cji pokrewiefistwa miedzy gatunkami, ob-
razujacy koncepcje drzewa zycia. Ta idea,
ubrana w daleko doskonalsza forme gra-
ficzna, pojawila si¢ takze 22 lata pOzniej w
jego rewolucyjnym dziele ,O powstawaniu
gatunkow”, ale wciaz jako koncept, a nie
konkretne drzewo filogenetyczne, przed-
stawiajace zaleznoSci ewolucyjne miedzy
gatunkami. Nie ma w tym nic dziwnego —
Darwin zajmowal si¢ wyjasnianiem mecha-
nizmow ewolucji, nie zas odtwarzaniem jej
przebiegu. Pierwsze drzewo filogenetyczne
pojawito sie¢ w ,Generelle Morphologie der
Organismen” Ernsta Heackla w 1866 r. i te
date mozna przyjaC jako oficjalny poczatek
filogenetyki — galezi biologii zajmujacej si¢
rekonstrukcja filogenezy organizmow.

Drzewo filogenetyczne Haeckla bylo za-
pisem pogladow tego wybitnego uczonego
na pochodzenie organizmow i podsumowa-
niem Owczesnego stanu wiedzy. Jednocze-
Snie byto hipoteza naukowa, podlegajaca
weryfikacji w toku dalszych badan. Jesli po-
patrzymy na zapisane na nim zaleznoSci filo-

genetyczne, to okaze sie, ze niewiele z nich
zostalo poprawnie odtworzonych, a obecny
obraz drzewa zycia jest zasadniczo odmien-
ny. Jednak drzewo filogenetyczne nadal po-
zostaje jednoczeSnie podsumowaniem obec-
nego stanu wiedzy oraz hipoteza badawcza.
W filogenetyce, podobnie jak w kazdej na-
uce przyrodniczej, nie ma prawd absolut-
nych, a teorie i hipotezy uznajemy za praw-
dziwe, jesli nikomu, mimo usilnych prob,
nie udalo si¢ ich obali¢. Warto pamietac o
tym zakresie niepewnoSci, jaki towarzyszy
wszystkim prawdom naukowym, a zwlaszcza
dotyczacym odtwarzania przesztoSci.

W tym artykule chcielibySmy skupic si¢
na metodyce badan filogenetycznych, a tak-
ze pokazacC, w jaki sposOb otrzymane filo-
genezy stuza wnioskowaniu ewolucyjnemu.
Chcemy pokazac, ze analizy filogenetyczne
bazujace na danych molekularnych, aczkol-
wiek obarczone, jak w wypadku wszystkich
nauk historycznych, nieunikniona niepew-
noscia, wsparte sa na solidnych podstawach
naukowych, a wyptywajace z nich wnioski
nie sa gorszej jakosci od wnioskOw z badan
eksperymentalnych.
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DWA PODEJSCIA DO KONSTRUOWANIA DRZEWA

Istnieje zasadnicza rdéznica metodologicz-
na miedzy drzewem Haeckla a wspolczesny-
mi przedstawieniami filogenezy. To pierwsze
bylo po prostu wyrazem pogladow badacza,
wspartych wprawdzie rzetelna wiedza i wy-
nikajaca z niej intuicja, ale nie powstalo ono
w wyniku zadnych okreSlonych procedur.
Wspolczesne drzewa sa natomiast usyskiwa-
ne za pomoca okresSlonych algorytmow ob-
liczeniowych. Wyniki sa zobiektywizowane
i powtarzalne, a tym samym weryfikowalne.
Ten przetom w filogenetyce zostal dokona-
ny dzieki rozwojowi metod numerycznych
oraz wynalezieniu komputeréw, a przyniost
go nurt taksonomii zwany fenetyka, ktorej
sojcami-zatozycielami” byli P. H. A. Sneath i
R. R. Sokal. Jest paradoksem, ze fenetyka jed-
noczes$nie odrzucita biologiczny sens odtwa-
rzania drzewa zycia, a skoncentrowata si¢ na
konstruowaniu zaleznoSci wszechstronnego
podobienstwa miedzy organizmami, zaktada-
jac, ze drzewo filogenetyczne wyjdzie mimo-
chodem. Nie czynila ona zadnych zatozen o
przydatnoSci cech, traktujac je rGwnocennie.
Odmienne podejscie prezentowata Kklady-

styka, ktorej prekursorem byl Willi Hennig.
Ostro krytykowala ona podejsScie fenetyczne
wskazujac, ze o pochodzeniu od wspoélnego
przodka Swiadcza jedynie wspolne unikato-
we cechy pochodne ewolucyjnie, czyli sy-
napomorfie, nie za$ cechy homoplastyczne:
pierwotne ewolucyjnie, odziedziczone po od-
legtym przodku (symplezjomorfie) albo po-
wstate niezaleznie (parallelizmy). Rozrdznia
sic synapomorfie od homoplazji postugujac
sic zasada parsymonii (oszczednoSci), czyli
wybierajac sposrod wszystkich mozliwych
drzew takie, ktore wyjasSnia roznorodnosé
cech na liSciach drzewa za pomoca najmniej-
szej liczby zmian na gateziach, minimalizujac
tym samym konflikty cech. Sp6r miedzy fe-
netyka a kladystyka byl niezwykle gwaltow-
ny — dziS emocje opadly, a w efekcie status
obywatelstwa we wspolczesnej filogenetyce
zyskaly sobie koncepcje z obu nurtow. Nikt
dzisiaj nie kwestionuje, ze nadrzednym pro-
blemem badawczym jest rekonstrukcja filoge-
nezy, ale ten cel jest osiagany rOwniez za po-
moca metod bazujacych na podobienstwie.

REWOLUCJA MOLEKULARNA W FILOGENETYCE

Biologia molekularna, a przede wszyst-
kim rozwoj metod tafnicuchowej reakcji poli-
merazy (PCR) oraz sekwencjonowania DNA,
zrewolucjonizowata odtwarzanie drzewa ro-
dowego organizmow. Dane z sekwencji oka-
zaly si¢ daleko lepszymi znacznikami dla re-
konstrukcji filogenezy niz tradycyjne cechy
morfologiczne, anatomiczne czy biochemicz-
ne. Sklada sie na to kilka powodow. Przede
wszystkim, dane z sekwencji sa genetyczne
— przedstawiaja nam od razu zapis informa-
¢ji w DNA (lub RNA), podczas gdy dane z
budowy organizmOw mowia nam o tym zapi-
sie posrednio. Co gorsza, fenotyp organizmu
jest wypadkowa informacji genetycznej oraz
jego interakcji ze Srodowiskiem zewngtrz-
nym, a okresSlona cecha morfologiczna moze
by¢ determinowana przez jeden albo przez
wiele loci. Wnioskowanie o podtozu gene-
tycznym okreSlonej cechy morfologicznej na
podstawie jej zmiennoSci jest zatem obarczo-
ne duzym bledem. Co wigcej, aby taka ceche
wykorzystaC w analizie komputerowej, mu-
simy jej zmiennoS¢ zakodowad, czyli przed-
stawi¢ w formie liczb lub znakow, a sposob
tego kodowania jest z koniecznoSci arbitral-

ny — natomiast dane z sekwencji nie wyma-
gaja kodowania, poniewaz sa juz zapisane
jako ciag znakow.

Sekwencje DNA daja nam tez niezwykla
mozliwoS¢ porownywania ze soba bardzo
odleglych ewolucyjnie organizmow. Przy-
ktadowo — trudno na podstawie morfologii
czy anatomii szacowac odleglos¢ ewolucyjna
miedzy czlowiekiem a bakteria Escherichia
coli, ich budowa jest bowiem zbyt odmienna
i trudno wskaza¢ jakiekolwiek porownywal-
ne cechy. Maja one jednak wiele podobnych
genow, np. loci, w ktorych sa zapisane se-
kwencje rybosomalnego DNA. Dzigki takim
genom mozliwe jest stworzenie kompletnego
drzewa zycia.

Dla odtwarzania filogenezy nie bez zna-
czenia jest sposOb, w jaki utrwalily si¢ anali-
zowane zmiany cech (mutacje). Procesy pro-
wadzace do rozpowszechnienia si¢ mutacji
mozemy podzieli¢ na dwa rodzaje: determi-
nistyczne oraz stochastyczne (losowe). Proce-
sem deterministycznym jest dobor naturalny
— mutacje korzystne zwickszaja swoj udziat
w puli genowej, natomiast niekorzystne sa z
niej eliminowane (patrz rozdzial LOMNICKIE-
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GO Dobor naturalny w tym zeszycie KOSMO-
SU). Dobor naturalny jest architektem ewolu-
¢ji, odpowiedzialnym za réznorodnoS¢ orga-
nizmow. Paradoksalnie jednak, cechy utrwa-
lone wskutek dziatania doboru moga by¢
zawodne w odtwarzaniu przebiegu ewoludiji,
silny nacisk selekcyjny sprzyja bowiem zmia-
nom homoplastycznym — konwergencjom. W
filogenetyce bardziej przydatne sa cechy, kto-
re utrwalily si¢ przypadkowo, jest bowiem
malo prawdopodobne, ze taka sama przypad-
kowa zmiana utrwali sie¢ ponowne. Gdzie ta-
kich cech szukac¢? Fenotyp organizmu podle-
ga silnej presji Srodowiska, a zatem zdecydo-
wana wickszoS¢ cech fenotypowych musiata
przejS¢ przez sito doboru. Inaczej jest na po-
ziomie genetycznym. Kiedy poznano sekwen-
cje genow, zauwazono duza liczbe¢ mutacji
milczacych, czyli niezmieniajacych sekwencji
kodowanego biatka; jeszcze wiecej mutacji
stwierdzono w sekwencjach niekodujacych,

np. w przestrzeniach miedzygenowych albo
w intronach. Spostrzezenia te zaowocowaly
sformutowaniem neutralnej teorii ewolucji,
ktorej autorem byt japonski badacz Motoo
Kimura (patrz tez artykut LOMNICKIEGO Dryf
genetyczny w tym zeszycie KOSMOSU). Za-
ktada ona, ze wiekszoSC substytucji (mutacji
punktowych) jest neutralna lub prawie neu-
tralna dla organizmu oraz ze ich utrwalenie
w populacji jest procesem przypadkowym.
Poniewaz procesy powstawania i utrwalania
mutacji sa stochastyczne, to roznice miedzy
sekwencjami tego samego odcinka DNA u
roznych organizmow sa funkcja czasu, jaki
uptynal od rozejScia si¢ prowadzacych do
nich linii filogenetycznych. Umozliwia to nie
tylko samo oszacowanie filogenezy, ale takze
— przy spelnieniu dodatkowych warunkéw
— na opisanie tej filogenezy za pomoca skali
czasu (patrz artykul JERZMANOWSKIEGO W tym
zeszycie KOSMOSU).

FILOGENETYKA MOLEKULARNA A TRADYCYJNA TAKSONOMIA

L<Jnwazja” metod molekularnych do takso-
nomii oraz tradycyjnej filogenetyki bazujacej
na cechach morfologicznych nie odbyta sie
bez oporéw. Wnioski ptynace z badaf mole-
kularnych byly rewolucyjne, obalaly bowiem
wiele gteboko zakorzenionych pogladow na
relacje pokrewiefistwa miedzy organizmami.
Niekiedy tradycyjnym taksonomom trudno
bylo sie pogodzi¢ z tymi wnioskami, a takze z
tym, ze badania molekularne w krotkim czasie
daly odpowiedz na pytania, nad ktorymi oni
biedzili si¢ przez cate zycie. Nieufnos¢ do wy-
nik6w badan molekularnych poglebialy bledne
oznaczenia gatunkow w niektorych analizach
(biolodzy molekularni nie zadali sobie trudu
zweryfikowania uzytego do badan materialu)
oraz niestabilno$¢ kladow (galezi drzewa) spo-
wodowana niedostatecznym probkowaniem
taksonomicznym (liczba taksonow) i genetycz-
nym (reprezentatywnoS¢ i dtugos¢ sekwenciji).
Ponadto, dalo si¢ zauwazy¢ pewna nonszalan-
cje taksonomOw molekularnych, polaczona z
naiwna wiara, ze drzewo molekularne jest od-
powiedzia na wszystkie pytania. Wkrotce jed-
nak okazalo sie, ze drzewo molekularne jest
nie tyle koficem, co poczatkiem badan — trze-
ba bowiem je zinterpretowac i sprawdzic, czy
istotnie odpowiada na jakiekolwiek pytania
ewolucyjne. Dzi$ juz oba nurty — molekular-
ny i morfologiczny — zgodnie koegzystuja w
taksonomii i biologii ewolucyjnej, korzystajac
wzajemnie z uzupetniajacych si¢ kompetencji.

Do absolutnych wyjatkow nalezy kwestiono-
wanie wynikow badan molekularnych, jak to
ostatnio uczynili GREHAN i SCHWARTZ (2009),
postulujac na podstawie zaledwie kilkudzie-
sieciu cech morfologicznych, a wbrew bada-
niom molekularnym, ze najblizszym krewnym
cztowieka jest orangutan, a nie szympans. Ich
krytyka filogenetyki molekularnej jest naiwna
i Swiadczy o podstawowych brakach w wie-
dzy — odrzucaja oni bowiem wyniki analiz
molekularnych twierdzac, ze podobienstwo
molekularne nie Swiadczy o pokrewienstwie,
ustalenie homologii jest watpliwe, a morfo-
logia jest bardziej stabilna ewolucyjnie. Ab-
solutne zdumienie budzi fakt, ze artykul ten
zostal opublikowany w bardzo prestizowym
czasopiSmie, jakim jest Journal of Biogeogra-
phy. Jednak towarzyszacy mu komentarz od
redakgcji Swiadczy, ze glownym powodem pu-
blikacji byla raczej ,polityczna poprawnosc¢”
— oddanie glosu zanikajacej mniejszoSci — a
sami redaktorzy maja Swiadomosc, iz dla kaz-
dego biologa molekularnego albo taksonoma
Iub antropologa chocby nieco obeznanego z
filogenetyka molekularng wnioski autorow sa
nonsensowne. Filogenetyka molekularna to
jednak co$ wiecej niz prosta analiza podobien-
stwa molekularnego, co oczywisScie nie znaczy,
ze wnioskowanie filogenetyczne na podstawie
danych molekularnych jest zawsze bezbled-
ne i nieobarczone niepewnosScia. Warto sobie
uswiadomic Zrodia tej niepewnosci.
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HOMOLOGIA SEKWENCJI I SYGNAL FILOGENETYCZNY

Porownujac te same sekwencje DNA
otrzymane od osobnikéw z réznych popula-
¢ji lub z réznych gatunkow mozemy oczeki-
wac, ze blizej spokrewnione beda osobniki
(gatunki), ktore roznia si¢ mniejsza liczba
mutacji. Czy zatem wnioskowanie o pokre-
wienstwach miedzy organizmami jest pro-
stym zabiegiem polegajacym na poréwnaniu
sekwencji i obliczeniu liczby rdézniacych je
podstawiefi? Sytuacja nie jest tak prosta, a
droga do odtworzenia filogenezy jest pelna
pulapek. Po pierwsze, sekwencje wybrane do
analizy powinny by¢ homologiczne, czyli po-
chodzace od wspoélnego przodka. Homologia
na poziomie sekwencji ma jednak dwojakie
oblicze. Sekwencje ortologiczne zajmuja ten
sam locus i ewoluuja niezaleznie od czasu
rozejScia si¢ linii filogenetycznych, czyli od
specjacji. To one niosa sygnat filogenetyczny
— zapis historii ewolucyjnej danej linii ewo-
lucyjnej. W trakcie ewolucji regularnie wy-
stepuja jednak takze duplikacje loci (patrz
artykul JERZMANOWSKIEGO W tym zeszycie KO-
SMOSU), w wyniku czego powstaja sekwen-
cje paralogiczne. Pomieszanie sekwencji or-
tologicznych i paralogicznych uniemozliwia
odtworzenie prawidlowej filogenezy, ponie-
waz sekwencje paralogiczne ewoluuja nieza-
leznie od momentu duplikacji locus, a nie od
rozejscia si¢ linii filogenetycznych.

Wybor sekwencji ortologicznych nie gwa-
rantuje jednak, ze informacja o ich historii
ewolucyjnej jest niezaburzona. Procesami,
ktore powoduja, ze sekwencje sa do siebie
bardziej podobne, nizby to wynikato z czasu,
ktory uptynat od ich rozejScia sie, sa:

— mutacje wsteczne (rewersje), czyli po-
wrot do nukleotydu wystepujacego w  se-
kwencji u wspolnego przodka,

— wielokrotne podstawienia, czyli kilku-
krotne zamiany nukleotydow w tym samym
miejscu, wskutek czego obserwujemy mniej
podstawien, niz ich w rzeczywistosci byto;

— podstawienia rownolegle, czyli nieza-
lezne podstawienia w tej samej pozycji przez
ten sam nukleotyd w obu poréwnywanych
sekwencjach.

Wszystkie te procesy zaburzaja liniowa
zaleznoS¢ miedzy czasem rozejScia si¢ organi-
zmOw a liczba obserwowanych mutacji oraz
zacieraja sygnal filogenetyczny, czyli mutacje
synapomorficzne, dzieki ktéorym mozna zi-
dentyfikowac pokrewiefstwo gatunkow.

Bardzo istotnym problemem jest takze
zidentyfikowanie homologicznych pozycji w
sekwengji, czyli dokonanie ich przyrownania.
Nie zawsze jest to zadanie tatwe, poniewaz
w trakcie ewolucji zachodza nie tylko pod-
stawienia nukleotydow, ale takze ich insercje
(wstawienia) i delecje (usunieccia). W wy-
padku sekwencji kodujacych biatka insercje
i delecje sa zazwyczaj usuwane przez dobor
oczyszczajacy, albowiem wstawienie badz
usuniecie jednego lub dwoch nukleotydow
zmienia odczyt, wskutek czego biatko prze-
staje by¢ funkcjonalne. Jedynie wstawienia
trzech (albo wielokrotnosci trzech) nukle-
otydOw maja szans¢ na przejScie przez sito
doboru. Natomiast w sekwencjach niekodu-
jacych, np. w intronach lub przestrzeniach
miedzygenowych, delecje i insercje zdarzaja
sie czesto. Proces przyroOwnywania sekwen-
¢ji jest kluczowy do wilaSciwego oszacowania
pokrewienstw miedzy organizmami zywymi
i obecnie istnieje wiele algorytmow umozli-
wiajacych dokonanie takiego przyrownania.

UKORZENIANIE DRZEWA

Przyjrzyjmy si¢ strukturze drzewa filoge-
netycznego jako zapisowi relacji pokrewien-
stwa ewolucyjnego miedzy organizmami.
Drzewo to zbudowane jest z we¢ztow — ze-
wnetrznych i wewnetrznych — i faczacych je
galezi (Ryc. 1). W drzewie w petni rozwiaza-
nym kazdy wezet wewnetrzny polaczony jest
z innymi wezlami za pomoca trzech galezi,
za$ do wezlow zewnetrznych prowadzi tylko
jedna. W drzewie nie w pelni rozwiazanym
gatezi wychodzacych z jednego wezla moze

by¢ wigcej, czyli wystepuja politomie. Wezty
zewnetrzne nazywamy inaczej liS¢mi; kazdy z
nich odpowiada badanemu organizmowi. Na-
tomiast wezly wewnetrzne mozna przypisac
hipotetycznym wspolnym przodkom okre-
Slonych konaréw (kladow) drzewa. Drzewo
zrekonstruowane metodami filogenetyczny-
mi jest zazwyczaj drzewem niezakorzenio-
nym, a wi¢c takim, w ktorym nieznany jest
kierunek ewolugji. Innymi stowy, nie wiemy,
ktora z tych trzech gatezi wchodzi do dane-
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go wezla, a ktore z niego wychodza (Ryc. 1).
Ukorzenienie polega na dodaniu dodatko-
wego wezla na jednej z galezi, tozsamego ze
wspolnym przodkiem wszystkich badanych
organizmOw. Innymi stowy, tamiemy t¢ ga-
faz na dwie oraz do miejsca ztamania (we¢zla)
dotaczamy korzen drzewa. Po ukorzenieniu
drzewa mozemy zauwazyC, ze zmienia si¢
status galezi w wezlach. W drzewie niezako-
rzenionym wszystkie trzy gale¢zie zbiegajace
sie w wezle wewnetrznym sa rownocenne,
natomiast w drzewie zakorzenionym jedna z
nich jest galezia wchodzaca, a dwie wycho-
dzacymi. Grupy wywodzace si¢ z jednego
wezla nazywamy siostrzanymi. Warto zauwa-
zyC, ze bez ukorzenienia drzewa nie mozemy
wyciaga¢ zadnych sensownych wnioskow o
ewolucji badanej grupy, np. o monofilety-
zmie okreSlonych taksonow albo o kierunku
zmian morfologicznych.

Najlepszym sposobem ukorzenienia drze-
wa jest uwzglednienie w analizie filogene-
tycznej nie tylko badanej grupy, ale takze jej
najblizszych krewnych, czyli tzw. grupy ze-
wnetrznej. Odszukujemy na uzyskanym drze-
wie wspolny wewnetrzny wezet dla badane;j
grupy i wspolny wewnetrzny wezet dla gru-
py zewngetrznej, a nastepnie przelamujemy ta-
czaca je galaz. Przykladowo, wiemy z innych
badan, ze grupa siostrzana roSlin okrytoza-
lazkowych sa nagozalazkowe. Rekonstruujac

Rycina 1. Struktura drzewa niezakorzenionego
(1) i zakorzenionego (2).

Oba drzewa maja t¢ sama topologie. A, B, C, D ozna-
czaja liScie, czyli wezty zewnetrzne drzewa, za$S E, F
i G — wezly wewnetrzne, przy czym drzewo (2) jest
ukorzenione w wezle G. Strzalki przy drzewie za-
korzenionym wskazuja kierunek ewolucji, w przeci-
wienstwie do drzewa niezakorzenionego, w ktorym
kierunek ten jest nieznany.

filogeneze okrytozalazkowych, wybieramy
wiec sekwencje jednego lub kilku nagoza-
lazkowych, np. sosny, sagowca, mitorzebu
lub welwiczji, jako przedstawicieli grupy ze-
wnetrznej. Nastepnie na drzewie odszuku-
jemy galaz laczaca okryto- i nagozalazkowe
i przetamujemy ja, dodajac korzen. Dzigki
takiemu zabiegowi jesteSmy w stanie stwier-
dzi¢, w jakiej kolejnosci oddzielaly si¢ po-
szczegoOlne linie rodowe okrytozalazkowych
i ktora grupa wspolczesnych gatunkow jest
filogenetycznie najstarsza. Ukorzenianie drze-
wa za pomoca grupy zewnetrznej jest stan-
dardowa procedura w badaniach filogene-
tycznych. Warto jednak zauwazycC, ze bledne
wybranie grupy zewngctrznej, a tym samym
btedne zakorzenienie, sprawia, ze btednie
odczytujemy na nim kierunek ewolugcji.

Wszystkie metody szacowania filogene-
zy daja mozliwoS¢ obliczenia dtugosci galezi
taczacych poszczegolne wezly. Jesli dlugosé
galezi jest proporcjonalna do liczby mutacji
(obserwowanej lub oszacowanej), ktore za-
szty miedzy wezlami, to takie drzewo nazy-
wamy filogramem. Natomiast jesli dlugosc
galezi odpowiada czasowi wzglednemu lub
absolutnemu, wtedy mowimy o chronogra-
mie. Czasami interesuje nas tylko topologia
drzewa (wzor rozgaltezien), a dhugos¢ gatezi
jest nieistotna — takie drzewo nazywamy kla-
dogramem.

DRZEWO GATUNKOW I DRZEWO GENOW

Warto zwroci¢ uwage, ze drzewo filoge-
netyczne odzwierciedla relacje miedzy przy-
rownanymi sekwencjami, dlatego tez jest ono
zawsze drzewem genOw. Nie zawsze historia
ewolucyjna genow odpowiada historii gatun-
kéw. Mechanizmoéw prowadzacych do takich
niezgodnosci jest kilka. Najwazniejsze to:

— rekombinacja genow paralogicznych
lub rekrutacja pseudogenow, wskutek czego

powstaly rekombinowany allel zawiera sygnat
filogenetyczny z dwoch lub wiecej loci;

— horyzontalny przeplyw gendéw, czyli
~przeskoczenie” materialu genetycznego z
jednej linii filogenetycznej do drugiej; zjawi-
sko to jest powszechne u bakterii, ale sto-
sunkowo rzadkie wsrod eukariotow, choc¢ u
roSlin kwiatowych, szczegllnie w genomie
mitochondrialnym, znaleziono geny pocho-
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(2)

—

123 4567

dzace od bakterii, mszakoéw lub innych roslin
kwiatowych, zwlaszcza pasozytniczych;

— niepelne sortowanie linii genealogicz-
nych po rozejSciu sie puli genowych; ponie-
waz proces rozdzialu alleli w trakcie specjacji
jest losowy, moze si¢ zdarzy¢, ze do jednej
puli trafia dwa odlegle genealogicznie allele,
blizsze allelom z drugiej puli, a nie sobie na-
wzajem (Ryc. 2);

— silny dobor premiujacy polimorfizm al-
leli w loci, ktorego najlepszym przyktadem
sa allele genow glownego ukladu zgodnosci
tkankowej; przykltadowo, wszystkie naczel-
ne odziedziczyly podobny polimorfizm alleli
tego uktadu po wspolnym przodku, a tym sa-
mym w puli genowej cztowieka znajduja si¢
allele, ktore sa blizej spokrewnione z odpo-

€.

—3
— 4
L5 Rycina 2. Konstrukcja genealo-
6 gii genu dla dwoch gatunkow.
] W pierwszym przypadku (1) drze-
— 17 wo gatunkow jest identyczne z
1 drzewem genow, za§ w drugim
(2) czesc¢ alleli nie jest catkowicie
L posortowana. W tym przypadku
3 drzewo genow nie jest zgodne z
4 drzewem gatunkéw. Sytuacja ta
_[ wystepuje szczegélnie u gatun-
5 kow, u ktorych specjacja zaszia
—— 6 stosunkowo niedawno, a liczba
alleli danego genu przed rozej-
— 7 Sciem sie byta wysoka.

wiednimi allelami wystepujacymi u szympan-
sOw niz z innymi allelami u czlowieka; za-
uwazmy, ze efekt takiego doboru jest podob-
ny, jak w wypadku niepelnego sortowania
linii genealogicznych, inne sa jednak przyczy-
ny obu zjawisk — stochastyczne w wypadku
sortowania linii genealogicznych i determi-
nistyczne w wypadku selekcji faworyzujacej
polimorfizm;

— hybrydyzacja i introgresja', wskutek
czego zaleznoSci miedzygatunkowe opisywa-
ne s3 raczej za pomoca topologii sieci?, a nie
drzewa; zjawisko hybrydyzacji wydaje si¢ sto-
sunkowo czeste u roSlin, zwlaszcza okrytoza-
lazkowych, wsrod ktorych spotykamy wiele
allopoliploidow?, powstalych wtasnie wsku-
tek hybrydyzacji.

ODTWARZANIE DRZEWA

Rekonstrukcja drzewa filogenetycznego
jest ztozonym zagadnieniem statystycznym i
algorytmicznym. Istnieje wiele metod rekon-
strukgcji filogenezy, odwotujacych si¢ do roz-
nych zalozen statystycznych i biologicznych.
Warto wiec wykonywac analize filogenetycz-
na za pomoca réznych narzedzi, a nastepnie

porownac¢ wyniki i szukaé przyczyn ewentu-
alnych rozbieznoSci miedzy nimi.
Wyrdzniamy cztery podstawowe metody
rekonstrukgji filogenezy:
— najwiekszej parsymonii (ang. Maximum
Parsimony, MP),

'Introgresja to krzyzowanie si¢ mieszanca mi¢dzygatunkowego z jednym z gatunkow rodzicielskich, wskutek
czego dochodzi do przeplywu genow z jednej puli genowej do drugiej.

ie¢, w przeciwiefistwie do drzewa, charakteryzuje si stepowaniem tzw. cykli, czyli zamknietych Scieze
2Siec P iwienstwie do d harakteryzuje si¢ wystep i t ykli, czyli knietych Sciezek

taczacych poszczegolne wezty.

*Wiele gatunkow roslin powstato poprzez hybrydyzacje, a nastepnie poliploidyzacje, ktora przywrocita homolo-
gie miedzy chromosomami (patrz artykut SZYMURY w tym zeszycie KOSMOSU).
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— odlegtosciowe (np. ang. Neighbour-Jo-
ining, NJ),

— najwickszej wiarygodnoSci (ang. Maxi-
mum Likelihood, ML)

— bayesowskie (ang. Bayesian Phylogene-
tics, BP).

Trzy ostatnie grupy metod bazuja na mo-
delach substytucji nukleotydow.

METODA NAJWIEKSZE] PARSYMONII

Metoda najwickszej parsymonii jest jed-
na z najwczesniej zaproponowanych proce-
dur rekonstrukcji filogenezy (CAMIN i SOKAL
1965). Polega ona na poszukiwaniu w prze-
strzeni wszystkich mozliwych drzew takiego,
ktore najoszczedniej tlumaczy obserwowana
zmiennoS¢ cech na liSciach drzewa. W tym
celu odtwarza sie stany poszczegolnych cech
w weztach wewnetrznych drzewa, przypo-
rzadkowujac jednoczeSnie zmiany stanOw
galeziom, czyli mapujac je na gateziach. Przy-
ktadowo, jesli w dwoch sekwencjach sio-
strzanych wystepuje nukleotyd A, to wedlug
kryterium parsymonii ich wspolny przodek
ma takze adenine w tej pozycji, poniewaz
taki uktad nie wymaga zadnej zmiany na ga-
teziach. Gdyby byla tam cytozyna (albo jaki-
kolwiek inny nukleotyd), to musielibySmy
zalozy¢, ze na obu galeziach nastapilo podsta-
wienie cytozyny przez adenine. Suma wszyst-
kich zmian dla kazdego miejsca w przyrow-
nanych sekwencjach buduje dlugos¢ drzewa.
Zgodnie z kryterium parsymonii, drzewo naj-
krotsze uwazane jest za najlepsze.

Mimo swojej prostoty, metoda najwiek-
szej parsymonii w pewnych sytuacjach za-
wodzi. Wykazano, ze w wypadkach silnie
zroznicowanego tempa ewolucji w poszcze-
g0lnych gateziach i intensywnej radiacji
(krotkich odcinkéw czasu miedzy rozgale-
zieniami drzewa), metoda MP jest wrazliwa
na homoplazje — interpretuje je jako syna-
pomorfie. Takich falszywych synapomorfii
jest wiecej na dlugich gateziach (wykazuja-
cych szybsze tempo podstawiania nukleoty-
dow), a zatem takie galezie sa mylnie taczo-
ne. Zjawisko to nazwano ,efektem przycia-
gania si¢ dlugich galezi”. Pomimo tej kryty-
ki metoda MP pozostaje silnym narzedziem
do wnioskowania filogenetycznego, szcze-
golnie na niskim poziomie zmiennoSci se-
kwencji, gtlownie ze wzgledu na niewielkie
wymagania obliczeniowe oraz dos¢ dobrze
zbadane wtaSciwoSci, w przeciwiefnstwie to
tak modnej obecnie analizy bayesowskiej
(patrz nizej).

MODELE SUBSTYTUCJI NUKLEOTYDOW

Sposobem na unikniecie efektu przycia-
gania si¢ dlugich gatezi jest uwzglednienie
w szacowaniu filogenezy catkowitej liczby
zmian, ktore na danej galezi zaszly, uwzgled-
niajac podstawienia wielokrotne i rewersje.
Wymaga to zastosowania okreSlonego mo-
delu ewolucji DNA, czyli modelu substytucji
nukleotydéw. Z modeli takich korzystaja me-
tody odlegtoSciowe, najwickszej wiarygodno-
Sci oraz bayesowska.

Ewolucje  sekwencji  nukleotydowych
mozna przedstawi¢ w postaci modeli mate-
matycznych, ktore maja uzasadnienie bio-
logiczne oraz sa mozliwe do implementacji
algorytmicznej. Od czasu publikacji pierwsze-
go modelu JUKESA i CANTORA (1969), zakla-
dajacego jednakowe prawdopodobienstwo
substytucji miedzy wszystkimi czterema nu-
kleotydami, opisano wiele modeli, ktore od-
chodza od tych malo realistycznych zalozen.
Doprowadzilo to w konsekwencji do stwo-

rzenia kilkudziesi¢ciu modeli ewolucji DNA.
Najbardziej ztozony model - GTR+I+I" [ang.
General Time Reversible + Invariant (posi-
tions) + Gamma (distribution)] posiada 12
wolnych parametrow. Dziesie¢ z nich pozwa-
la na przyporzadkowanie r6znego prawdopo-
dobiefnstwa podstawienia jednego nukleoty-
du drugim (przy czym prawdopodobiefistwa
substytucji np. A > T i T —» A sa identycz-
ne, a wicc macierz podstawienn nukleotydow
jest symetryczna) oraz okreSlenie frekwencji
poszczegdlnych nukleotydéw. Pozostate dwa
parametry pozwalaja na wprowadzenie do
modelu procentu miejsc niezmiennych (1)
oraz zrdOznicowanego tempa substytucji w
roznych czeSciach danej sekwencji, opisane-
go za pomoca rozkladu gamma (I'). Wiele
modeli mozna wyprowadzi¢ z GTR poprzez
uproszczenie jego zalozen. Duza liczba mo-
deli o roznej liczbie parametrow umozliwia
matematyczny opis sekwencji pelniacych roz-
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norodne role w genomie. Warto wspomniec,
ze istnieja takze inne modele ewolucji, ktore
wykorzystywane sa do rekonstrukcji filoge-
nezy na podstawie sekwencji specyficznych
czasteczek, takich jak RNA czy biatka.

W celu zobiektywizowania procesu wy-
boru odpowiedniego modelu substytucji, wy-
korzystuje si¢ kilka metod: LRT (ang. Likeli-

hood-Ratio Test), AIC (ang. Akaike Informa-
tion Criterion), BIC (ang. Bayesian Informa-
tion Criterion). Wszystkie one pozwalaja na
wybranie najprostszego modelu dobrze opi-
sujacego analizowane dane. Procedura ta jest
standardowo wykonywana przed uzyciem
metody filogenetycznej, ktéra wymaga mode-
Iu ewolucji.

METODY ODLEGLOSCIOWE

Szacowanie filogenezy metodami odlegto-
Sciowymi wymaga dwoch krokow: oblicze-
nia odlegloSci genetycznej pomiedzy parami
sekwencji, a nastepnie rekonstrukcji drzewa
na podstawie macierzy odlegtosci za pomoca
okreSlonego algorytmu. Najcz¢Sciej stosowa-
na metoda odlegloSciowa jest metoda lacze-
nia sasiadow (ang. Neighbour-Joining, NJ).
Jedna z podstawowych zalet tej techniki jest
jej szybkoS¢ obliczeniowa, nawet dla setek
przyrownanych sekwencji. Uzyskujemy jed-
nak tylko jedno drzewo, podczas gdy moze

istnie¢ wiele innych, rownie dobrych drzew
(o rownie prawdopodobnej topologii). Dla-
tego tez wykorzystanie tej metody jest ogra-
niczone glownie do szybkiego oszacowania
suboptymalnej zazwyczaj filogenezy. Stuzy
ona do zgrubnej analizy danych, znajduje tez
zastosowanie do obliczenia wartoSci funkcji
wiarygodnosSci w procedurze wyboru mode-
Iu substytucji (np. w programie ModelTest)
albo dostarcza drzewa stanowiacego punkt
startowy do dalszych przeszukiwan (np. w
metodzie maksymalnej wiarygodnosci).

METODA NAJWIEKSZE] WIARYGODNOSCI

Stosowana powszechnie w statystyce me-
toda najwiekszej wiarygodnoSci pomaga osza-
cowac¢ prawdopodobiefistwo obserwowa-
nych danych (w naszym przypadku przyrow-
nanych sekwencji), kiedy parametry modelu
sa znane. Zmieniajac wartoSci parametrow
mozemy znalezé taki ich zbior, ktory daje
nam najwyzsza wiarygodnoS¢ opisu naszych
danych — innymi stlowy, poszukujemy para-
metrow, dla ktérych funkcja wiarygodnosci
osiaga maksimum. W przypadku rekonstruk-
cji drzew filogenetycznych poszukiwanymi
wartoSciami sa topologia drzewa filogene-

tycznego oraz parametry wybranego modelu
ewolucji DNA, niezbedne dla oszacowania
dlugosci galezi. Drzewo o najwyzszej war-
tosci funkcji wiarygodnoSci uwazane jest za
najlepsze. Jednym z podstawowych argumen-
tOw za uzyciem tej metody jest mozliwosSc
elastycznego wprowadzania roéznych zatozen
W postaci parametréw oraz znane wlasnosci
statystyczne. Problemem jest jednak oblicze-
niowa czasochtonnos¢. Spowodowane jest
to duza liczba parametréw do optymalizacji
oraz ogromna liczba mozliwych drzew do
sprawdzenia.

METODA BAYESOWSKA

Metoda bayesowska stala si¢ obecnie
najczesciej stosowana technika rekonstruk-
cji drzew filogenetycznych. Aby zrozumiec
zasady lezace u podstaw tej metody, nalezy
pozna¢ dwa wzory z rachunku prawdopodo-
bieastwa: wzor na prawdopodobienstwo cal-
kowite i wzOr Bayesa. Warto tutaj poshuzyc
sie przykltadem niezwiazanym z filogenetyka.
Wyobrazmy sobie dwie urny, jedna zawiera 4
biate kule i jedna czarna, zaS druga 2 biate i 3
czarne. Wiemy takze, ze szansa wylosowania

pierwszej urny rowna sie 2/3, zas urny dru-
giej 1/3. Jakie jest prawdopodobienstwo wy-
losowania kuli bialej? Jak wida¢, mamy tutaj
dwie tury losowan, pierwsza dotyczy wyloso-
wania urny, a druga losowania kuli. Oznacz-
my zdarzenie wylosowania kuli bialej litera
A, natomiast wybor urny - litera H. Zdarze-
nie H jest rozbite na dwa wykluczajace si¢
zdarzenia - wybOr urny pierwszej (H) lub
wybor urny drugiej (H,). Na warto$¢ prawdo-
podobienstwa wyboru kuli bialej sktadac si¢
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bedzie prawdopodobiefistwo wylosowania
kuli bialej z pierwszej urny P(A|H,) wazone
przez prawdopodobienstwo wylosowania tej
urny P(H,) oraz prawdopodobienstwo wylo-
sowania kuli z drugiej urny P(A|H,) wazone
przez prawdopodobienstwo wyboru tej urny
P(H,)). Uogodlniajac na dowolng liczbe wyklu-
czajacych sie zdarzen H, uzyskujemy wzor
na prawdopodobiefistwo calkowite:

P(A) = ¥ P(A|H)P(H).

Prawdopodobienstwo catkowite oblicza-
my wtedy, kiedy znamy procedure doswiad-
czenia i pytamy o jego najbardziej prawdo-
podobny wynik. Mozemy jednak problem
odwroéci¢ — znamy wynik doSwiadczenia,
a chcemy zapyta¢ o jego przebieg. Przykla-
dowo, wiemy, ze zostala wylosowana kula
biata. Jakie jest prawdopodobienstwo, ze
wylosowano ja z pierwszej urny, czyli jakie
jest prawdopodobienstwo zdarzenia H, je-
sli wiemy ze zaszto A? Prawdopodobienstwo
P(H, |A) jest iloczynem prawdopodobiefistwa
wyboru pierwszej urny P(H,) i wylosowania
kuli bialej z tej urny P(A|H,)), podzielonym
przez prawdopodobienstwo catkowite wylo-
sowania kuli biatej. Uogolniajac dla dowolne;j
liczby zdarzen, prawdopodobiefistwo to moz-
na zapisac jako

P(Hle) = P(AlHj)P(Hi) / PCA).

Jest to wlasnie wzor Bayesa. Jesli zdarze-
nie H jest nasza hipoteza badawcza, to wzor
Bayesa pozwala nam obliczy¢ jej prawdopo-
dobienstwo a posteriori, czyli po zajSciu zda-
rzenia A, pod warunkiem ze znamy P(H),
czyli prawdopodobienstwo tej hipotezy a
priori (przed doswiadczeniem — w naszym
przypadku jest to wiedza o prawdopodobien-
stwie wylosowania poszczegolnych urn).

Aby przetozy¢ ten przyktad na jezyk filo-
genetyki, wystarczy za zdarzenie A podstawic
nasze dane wyjSciowe, czyli przyroéwnane
sekwencje, za$ za hipoteze¢ H — drzewo filo-
genetyczne wraz z dlugoSciami gatezi. Wtedy
mozna zadac pytanie: jakie jest prawdopodo-

bienstwo poszczegolnych drzew filogenetycz-
nych przy danym zestawie przyrownanych
sekwencji. Mimo prostoty wzoru Bayesa,
jego zastosowanie w filogenetyce napotyka
na powazne problemy, a mianowicie na kwe-
stic wyboru wartoSci prawdopodobienstwa
a priori dla stawianej hipotezy, czyli drzew
filogenetycznych, oraz na pytanie, jak spraw-
dzi¢ wszystkie mozliwe drzewa. W drzewie
filogenetycznym mozna wyr6znié: topologie
(kolejnos¢ rozgalezien)) oraz dlugosci galezi,
ktére okresSlone sa przez parametry modelu
substytucji nukleotydow. Musimy wi¢c nadac
prawdopodobienstwo a priori wszystkim
sktadnikom budujacym filogeneze. Poniewaz
zazwyczaj nie mamy zadnej wiedzy na ten
temat, przyjmujemy czesto tzw. wartoSci nie-
informacyjne a priori, ktore nie wplywaja na
prawdopodobienstwo a posteriori — a przy-
najmniej nie powinny wptywaé, co niestety
nie jest do konca prawda. Oprocz wybrania
odpowiedniego rozkladu a priori, pojawia
si¢ takze problem przeszukiwania kombi-
nacji wszystkich parametrow. Przy bardziej
skomplikowanych modelach, do ktorych na-
lezy rekonstrukcja filogenezy, statystyka bay-
esowska positkuje sie algorytmem Monte
Carlo z wykorzystaniem tancuchéw Markowa
(ang. Markov Chain Monte Carlo, MCMC). Al-
gorytm ten dziala w ten sposob, ze przeszu-
kuje przestrzen wszystkich mozliwych filoge-
nez, pobierajac z niej proby. Zatrzymuje si¢
jednak najdluzej w tym miejscu przestrzeni,
w ktorym drzewa filogenetyczne maja naj-
wyzsze prawdopodobienstwo a posteriori.
Drzewa o najwyzszym prawdopodobienstwie
zostana probkowane wielokrotnie — i wia-
$nie stosunek liczby probkowan, w ktorych
uzyskano dane drzewo, do ich ogolnej liczby,
to wlasnie prawdopodobienstwo a posterio-
ri danego drzewa. JesSli nasze dane nios3 ze
soba duzo informacji, w wyniku dziatania al-
gorytmu otrzymamy niewielka liczbe drzew
o wysokim prawdopodobienstwie i niewiele
rozniacych sie od siebie.

OSZACOWANIE WEWNETRZNEGO WSPARCIA WEZEOW

Metody rekonstrukcji drzew filogenetycz-
nych, takie jak metoda najwi¢kszej parsymo-
nii, najwickszej wiarygodnoSci oraz odlegto-
Sciowe traktowane sa jako tzw. oszacowania
punktowe. Oznacza to, ze przy odpowied-
nio duzej liczbie danych (i silnym sygnale
filogenetycznym) otrzymujemy tylko jedno

drzewo, ktore jest najlepsze przy danym kry-
terium rekonstrukcji. Nasuwa sie zatem pyta-
nie, jak oceni¢ niepewno$S¢ w oszacowaniu
poszczegblnych kladow na tym drzewie. Do
tego celu najczeSciej wykorzystuje sie meto-
de bootstrap. Metoda ta polega na losowaniu
ze zwracaniem poszczegolnych miejsc w ma-
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Rycina 3. Konstrukcja probki boot-

Oryginalna Miejsce 123456789
macierz Marchewka ACTGTTTAA
przyréwnanych Pietruszka ACTGATTAA
sek'wcncji ’ Ziemniak  TCTAATTAA
Kapusta GGTAATTGA
Macierz Miejsce 123456789
przyrownanych Marchewka TATATGAAT
; sekwencji po PI.CITUS.Zka TAAATGAAT
g prébkowaniu Ziemniak  TAATTAAAT
; Ze zwracaniem Kapusta TAAGTAAAT
=

!
=i

Rekonstrukcja filogenezy
na podstawie probkowanej
macierzy

strap polegajaca na losowaniu ze
zwracaniem z oryginalnej macierzy
przyréwnanych sekwencji. Powstala
macierz wykorzystuje si¢ do rekon-
strukcji filogenezy. Cala procedure
powtarza si¢ setki lub tysiace razy.

cierzy przyrownanych sekwencji do momen-
tu utworzenia nowej macierzy o tej samej
liczbie miejsc (kolumn w macierzy), jak w
oryginalnej. Na podstawie tej nowej macie-
rzy rekonstruowana jest filogeneza wedlug
takiego samego kryterium, jak w wypadku
danych oryginalnych. Caly ten cykl probko-
wania powtarza si¢ setki lub tysiace razy, a
nastepnie dla kazdego kladu wystepujacego
w drzewie pierwotnym zlicza sie procent
drzew, w ktorych dany klad wystapit - jest
to wlasnie wartoS¢ wsparcia bootstrap dla
danego wezia (Ryc. 3).

Warto zauwazyc, ze jednym z zalozen tej
metody jest to, Zze miejsca w przyrOwnanych

sekwencjach sa probkami niezaleznymi. Jed-
nak bardzo czesto poszczegolne miejsca sa ze
soba skorelowane. Przykladowo, w sekwen-
cjach kodujacych skorelowane sa miejsca na-
lezace do tego samego kodonu, natomiast w
sekwencjach, ktore nie koduja bialka, ale po
transkrypcji przybieraja okreSlona i funkcjo-
nalnie wazna strukture przestrzenna (rRNA,
introny, transkrybowane przestrzenie mie-
dzygenowe itd.), skorelowane sa fragmenty
tworzace struktury dwuniciowe (np. w tzw.
LsSpinkach do wltos6w”). W takim wypadku
metoda bootstrap moze prowadzi¢ do bied-
nego oszacowania wsparcia weziow.

FILOGENEZA I CZAS EWOLUCYJNY

Zaproponowana przez ZUCKERKANDLA i
PAULINGA (1965) hipoteza zegara molekular-
nego zaklada, ze tempo ewolucji jest state
w czasie oraz pomiedzy galeziami drzewa
filogenetycznego. Do takich zalozeni dopro-
wadzily autorow wczeSniejsze obserwacje
dotyczace badan nad cytochromem c¢ (MAR-
GOLIASH 1963) oraz fibrynopeptydami (Do-
OLITTLE i BLOMBACK 1964), ktore sugerowaly,
ze roznice miedzy peptydami sa mniej wie-
cej proporcjonalne do czasu dywergencji
miedzy gatunkami. Hipoteza zegara moleku-
larnego otrzymala takze wsparcie w postaci
neutralnej teorii ewolucji molekularnej KI-
MURY (1983). Od poczatku jednak zdawano
sobie sprawe, ze kazdy taki ,zegar” odmierza
czas w roznym tempie w roznych liniach fi-
logenetycznych, a takze moze przyspieszal

lub zwalnia¢. Zalozenie Scistego zegara mo-
lekularnego jest w rzeczywistoSci wyjatko-
wo rzadko spelnione, zazwyczaj tylko dla
niewielkich grup blisko spokrewnionych ga-
tunkéw. Badania nad tempem ewolucji mo-
lekularnej pokazaly, ze jest ono skorelowane
z czasem generacji — im krotszy czas genera-
¢ji, tym szybsze tempo substytucji. U roslin
czas generacji zwiazany jest z forma zyciowa
(drzewa i krzewy zyja dluzej niz roSliny ziel-
ne), co przeklada sie na zwiazek miedzy for-
ma zyciowa a tempem ewolucji molekularne;j
(SmITH i DONOGHUE 2008). Aby uwzglednic¢
te zjawiska przy szacowaniu czasu rozejScia
sie organizmoéw, oslabiono zalozenia zegara,
tworzac grupe metod okreSlanych wspodlna
nazw3g ,rozluznionego zegara molekularnego”
(ang. relaxed molecular clock). Opracowano
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rozne podejscia do tego zagadnienia, np. za-
ktadajac autokorelacje tempa substytucji w
liniach filogenetycznych (co ma uzasadnie-
nie, jesSli tempo substytucji jest skorelowane
z czasem generacji) albo przyjmujac, ze tem-
po to jest niezalezne i probkowane z rozkla-
du log-normalnego. Wszystkie te metody po-
zwalaja na uzyskanie chronogramu, a zatem
drzewa, w ktorym dlugosci gatezi sa propor-
cjonalne do czasu.

Aby przetozy¢ dhlugosci gatezi drzewa fi-
logenetycznego na czas absolutny potrzebu-
jemy tzw. punktow kalibracyjnych. Musimy
bowiem pamic¢taé, ze na dtugos¢ galezi wply-
waja dwa czynniki — tempo substytucji nu-
kleotydow oraz czas. Zal6zmy na przyklad, ze
dwie sekwencje DNA rdznia si¢ miedzy soba
podstawieniami w 10% miejsc. Jesli tempo
substytucji wynosilo 1% miejsc (pozycji w se-
kwencji) na milion lat, to ich wspolny przo-
dek zyl pie¢ milionow lat temu, ale rownie
dobrze obie sekwencje mogly ewoluowac
piec razy szybciej przez milion lat. Sytuacje te
mozna poréwna¢ do proby oszacowania cza-
su jazdy, bazujac tylko i wylacznie na wska-
zaniu licznika przejechanych kilometrow.
Aby wykalibrowa¢ zegar molekularny, po-
trzebujemy datowania jakiego$S zdarzenia w
przesztoSci. Najlepiej, jeSli jest to skamienia-
tos¢, ktora mozna przypisa¢ konkretnej gate-
zi wewnetrznej na drzewie filogenetycznym.
Umiejscawiamy ja w wezle, z ktorego dana
galaz wychodzi albo do ktorego wchodzi (to
temat do osobnej dyskusji), dzieki czemu mo-
zemy datowac pozostate wezly. W ostatnich
latach nastapil duzy postep w rozwoju me-
tod szacowania czasow dywergencji, w tym
bazujacych na wnioskowaniu bayesowskim.
Umozliwiaja one wprowadzenie niepewnosci
datowania punktéw kalibracyjnych w postaci
odpowiedniego rozkladu prawdopodobien-
twa a priori, a w wyniku uzyskuje si¢ nie
tylko punktowe oszacowanie wieku poszcze-
g0lnych weztéw, ale i rozklad gestoSci praw-
dopodobientwa tego oszacowania.

Roznice miedzy datowaniem za pomo-
ca Scistego i rozluZznionego zegara mole-
kularnego dobrze ilustruje przykiad roslin
kwiatowych. Wykorzystujac rézne sekwen-
cje i Scisty zegar molekularny oszacowano
ich wiek na 420-350 mln lat, 354-300 lub
200 mln lat, a zatem te datowania byly
nie tylko niezgodne ze soba, ale i z dany-
mi kopalnymi, albowiem sugerowaly, ze
roSliny okrytozalazkowe powstaly nie tyl-
ko znacznie wczeSniej niz na to wskazuja
ich najstarsze skamienialoSci, ale nawet
wczesniej niz dotychczasowe oszacowania
wieku roslin nasiennych, wynoszace okoto
390-350 mln lat. Wieckszos¢ datowan Kko-
rzystajacych z rozluZnionego zegara mole-
kularnego waha sie natomiast w granicach
180-140 mln lat. Na podstawie danych ko-
palnych powstanie roSlin kwiatowych sza-
cowano na okolo 131-125 mln lat temu,
kiedy to pojawiaja si¢ charakterystyczny
dla nich pylek oraz Archaefructus — naj-
starsze pozostaloSci roSliny zielnej.

Trzeba jednak nadmienic, ze szacowanie
czasu dywergencji za pomoca zegara mole-
kularnego ma takze swoich zdecydowanych
przeciwnikOw. Wskazuja oni na arbitralnoS¢
wielu decyzji, ktore trzeba podjac przy ta-
kim wnioskowaniu, jak np. przypisanie ska-
mienialoSci do okreSlonego wezla oraz wy-
bor rozktadu a priori w analizie bayesow-
skiej, ktore znaczaco wptywaja na koncowy
wynik. Przykladowo, w naszych badaniach
nad roSlinami z plemienia Oenantheae z
rodziny baldaszkowatych, zmieniajac przy-
pisany punktom kalibracyjnym typ rozktla-
du prawdopodobiefnstwa a priori z rowno-
miernego na log-normalny uzyskaliSmy dra-
matycznie rézne oszacowania — 21 lub 45
mln lat — dla tego samego zbioru danych.
Pokazuje to, ze do wynikow szacowania
bezwzglednego czasu ewolucyjnego nalezy
podchodzi¢ z duza ostroznoScia, zwlaszcza
jesli stuza one dalszemu wnioskowaniu, np.
biogeograficznemu.

FILOGENEZA JAKO PODSTAWA BIOLOGII POROWNAWCZEJ I EWOLUCYJNEJ

Drzewa filogenetyczne sa wykorzystywa-
ne nie tylko do weryfikacji systemu klasyfi-
kacji organizmoOw, ale takze do rekonstrukcji
ich ewolucji — i wlaSnie takie zastosowanie
jest najbardziej ekscytujace. Ze wzgledu na
niekompletnos$¢ zapisu kopalnego, zwtaszcza
w wypadku organizmow ladowych, czesto

jedynym sposobem wnioskowania o historii
ewolucyjnej organizmow jest wlasnie drzewo
filogenetyczne i wspotczesna roznorodnosc
organizmow, czyli dane neontologiczne, na-
zywane tak dla odroznienia od danych pale-
ontologicznych. Analizujac rozktad cech na
liSciach drzewa, mozemy zrekonstruowac sta-
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ny tych cech w jego wewnetrznych weztach.
Podobnie jak w wypadku nukleotydow, re-
konstrukcji tych mozna dokona¢ za pomoca
roznych metod, w tym najwickszej parsymo-
nii, najwiekszej wiarygodnoSci lub analizy
bayesowskie;j.

Do czego moze sie przydac taka analiza?
Czasem chcemy po prostu dobrze wyjasnic¢
ewolucje danej grupy organizmow, pokazac
kolejne etapy jej roznicowania si¢ lub uzy-
skiwania okreSlonych adaptacji. Czasem in-
teresuje nas koewolucja okreSlonych cech
— chcielibySmy si¢ na przyktad dowiedziec,
czy istnieja pewne syndromy adaptacyjne do
okresSlonych warunkow, czyli grupy wspot-
ewoluujacych cech. Innym razem chcemy
sprawdzi¢, czy uzyskanie okreSlonej nowosci
ewolucyjnej zbiega si¢ na drzewie filogene-
tycznym z radiacja danej grupy organizmow.
Mozliwosci wykorzystania wiedzy o ewolucji
cech jest wiele.

Badania porOéwnawcze prowadzono juz
od dawna, ale przed rozwojem filogenetyki
molekularnej mialy one watpliwa wartoSc.
Biologia poréwnawcza krecila sic w btednym
kole, albowiem dysponujac jedynie danymi
fenotypowymi wykorzystywala je zaréwno
do szacowania filogenezy, jak i rekonstruk-
¢ji ewolucji cech. Takie podejScie obarczone
jest powaznym btedem. Jesli bowiem podo-
biefistwo fenetyczne jest wynikiem ewolucji
zbieznej, to uzyskamy bledna filogeneze i
zjawiska konwergencji nie wylapiemy. Jesli
badamy korelacje ewolucyjna cech, to nie
mozemy jej badac¢ na filogenezie uzyskanej
z tych cech (albowiem metody filogenetycz-
ne zakladaja brak tej korelacji). Dopiero fi-
logenetyka molekularna dostarczyla silnie
wspartych drzew uzyskanych na podstawie
niezaleznych danych i w mniejszym stopniu
podatnych na konwegencje.

Przez wiele lat jedyna metoda wykorzy-
stywana do rekonstrukcji ewolucji cech byla
metoda najwickszej parsymonii. Jest to sto-
sunkowo prosta i dobra metoda, ale podob-
nie jak w wypadku rekonstrukcji stanow
cech nukleotydow (patrz powyzej) czasem
zawodzi, zwlaszcza w duzej skali czasowej.
Dlatego tez coraz czeSciej wykorzystywane sa
inne metody, np. maksymalnej wiarygodnosci
lub bayesowskie. Podobnie jak w wypadku
analiz sekwencji, metody te wymagaja zaloze-
nia okreslonego modelu. Jednym z podstawo-
wych jest model bazujacy na ruchach Brow-
na (proces Wienera). Zaklada on, ze cecha
ewoluuje pod wplywem dryfu genetycznego
lub pod wplywem doboru naturalnego, kto-

rego kierunek zmienia si¢ w sposob nieprze-
widywalny (nie ma doboru kierunkowego).
Poniewaz procesy ewolucyjne nie sa czysto
losowe, poszukiwano takze metod, ktore po-
zwolityby na modelowanie sity doboru i roz-
luznienie zalozenia o czystej losowosci. Taki
jest np. model bazujacy na procesie stocha-
stycznym nazwanym od dwoch holender-
skich fizykow procesem Ornsteina-Uhlenbec-
ka. Model ten jest bardziej realistyczny od
modelu ruchéw Browna, poniewaz ma pa-
rametr pozwalajacy na ograniczenia w zmia-
nach cechy, co pozwala symulowac¢ ewolucje
pod wplywem doboru naturalnego. Bardzo
ciekawy empiryczny test metod rekonstrukcji
cech przodkoéw przeprowadzili WEBSTER i PuU-
RVIS (2002). Ze wzgledu na bardzo obszerny,
niemalze kompletny zapis kopalny ewolucji
otwornic (Foraminifera), znali oni wartoSci
cech przodkow dla weztow zrekonstruowa-
nego drzewa filogenetycznego wspolczesnie
zyjacych gatunkow. Mogli wiec porownac
oszacowania tych wezlow za pomoca roz-
nych metod ze stanem faktycznym. Okazalo
si¢, ze najlepiej sprawdzila si¢ metoda bazu-
jaca na modelu Ornsteina-Uhlenbecka.

Warto wspomnied¢, ze rekonstrukcja cech
przodkéw nie musi sie ograniczac¢ tylko do
cech fenotypowych organizmu, ale moze
dotyczy¢ jego Srodowiska zycia albo zasiegu
geograficznego. Takie pytania rodza sie¢ w ba-
daniach biogeografii historycznej, paleoeko-
logii lub uwarunkowan kladogenezy. Badajac
np. zmiany tempa dywersyfikacji — czyli wy-
padkowej specjacji i wymierania — pytamy,
ktory z czynnikéw odpowiada za to zjawisko.
NajczeSciej wymienia sie dwa typy uwarun-
kowan, ktoére moga mieé¢ wplyw na zmiany
tempa dywersyfikacji:

a) uwarunkowania wewnetrzne, jaki-
mi s3 inherentne wlasSciwos$ci organizmoéw
sprzyjajace ewolucyjnemu roznicowaniu sie;
zwraca sie szczegolna uwage na kluczowe in-
nowacje adaptacyjne — u roSlin sa to cechy
zwiazane z morfologia kwiatéw, forma zy-
ciowa oraz typem OowocCu i zwidzanym z nim
mechanizmem rozsiewania si¢;

b) uwarunkowania zewnetrzne, jakimi sa
np. czynniki geograficzne i klimatyczne; po-
wstawanie barier sprzyja specjacji, natomiast
zanikanie barier ulatwia migracje; takie barie-
ry moga powstawa¢ wskutek zjawisk geolo-
gicznych (wedrowki kontynentow, zanikanie
i pojawianie si¢ pomostow ladowych, zmiany
poziomu morz, orogeneza itd.) albo klima-
tycznych (bariery termiczne, zlodowacenia i
ustepowanie gatunkéw do ostoi itd.); zmiany
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klimatyczne powoduja wymieranie starych
gatunkow, a takze powstawanie nowych.

W obydwu przypadkach czesto nie mamy
wiedzy paleontologicznej na temat warun-
kow, w jakich wystepowal, lub cech, jakie
posiadal przodek badanych gatunkow. Jesli
umiemy odpowiednio zakodowacé cechy, w
tym ekologiczne, oraz wybra¢ odpowiedni
model zmian wzdhiz galezi drzewa filogene-
tycznego, to mozna taka rekonstrukcje prze-
prowadzi¢. Pozwoli ona na ustalenie, ile razy
i w ktorym momencie nastapitlo przejscie do
innych warunkOow ekologicznych. Na przy-

ktad, HARDY i LINDER (2005) wykorzystujac
kilka metod, zrekonstruowali najbardziej
prawdopodobne warunki ekologiczne, w ja-
kich zyt przodek rodzaju Thamnochortus z
Afryki Poludniowej. Okazalo sie, ze zyt on w
typie siedliska, jakie wystepuje dzisiaj w po-
tudniowo-zachodniej, gorzystej czeSci flory-
stycznego regionu przyladkowego w Afryce
Poludniowej, a jego potomkowie skolonizo-
wali siedliska o nizszej amplitudzie opadow
atmosferycznych i polozone nizej, przysto-
sowali sie takze do wickszego spektrum wa-
runkow glebowych.

W POSZUKIWANIU DRZEWA ZYCIA

Rozwo6j metod molekularnych, w tym wy-
soko wydajnego sekwencjonowania, stwarza-
ja filogenetyce molekularnej nowe, niezwykte
mozliwosci. Narodzila si¢ filogenomika - ana-
lizujaca nie poszczegoélne sekwencje, ale cate
genomy, np. mitochondrialne albo chloropla-
stowe. Duzym osiagnieciem bylo zsekwen-
cjonowanie kompletnego genomu mitochon-
drialnego neandertalczyka oraz porOwnanie
go z genomami wspolczesnych ludzi (GREEN
i wspotaut. 2008). Pozwolilo to na oszacowa-
nie czasu rozejsScia sic Homo sapiens i Homo
neanderthalensis na 660 + 140 tys. lat temu
— znacznie dokladniejsze i z mniejszym ble-
dem niz poprzednie oszacowania, bazujace
na pojedynczych sekwencjach. Warto zauwa-
zy¢, ze sygnal filogenetyczny zawarty w geno-
mach to nie tylko sekwencje poszczegolnych

odcinkow, ale takze informacja o zmianach
strukturalnych — o duplikacjach i utracie ge-
now, zmianach ich polozenia, fuzjach, trans-
ferze poziomym itd.

Niekwestionowane sukcesy filogenety-
ki molekularnej sklaniaja do zadania pyta-
nia, czy poznamy kiedyS kompletne drzewo
zycia. Pomijajac fakt, ze nie znamy jeszcze
wszystkich gatunkéw zyjacych na Ziemi, a
wiele z nich wyginie, zanim je opiszemy, to
jest to przedsiewziecie mozliwe do wykona-
nia. Pami¢tajmy jednak, ze bedzie to drzewo
przyblizone, albowiem — jak to juz zaznaczy-
liSmy — nie zawsze w materiale genetycznym
organizmow zachowatl si¢ czytelny sygnat fi-
logenetyczny, a metody rekonstrukcji filoge-
nezy niekiedy zawodza. Tym niemniej, warto
probowac.

PHYLOGENY ESTIMATION AND PHYLOGENETIC INFERENCE IN EVOLUTIONARY STUDIES

Summary

Modern phylogenetics, although rooted in Dar-
win’s and Haeckel’s ideas on evolutionary relation-
ships among organisms, dates back to the second
half of the 20" century and the advance of nu-
merical methods in taxonomy. Its beginnings were
marked by a fierce debate between phenetics and
cladistics but at present it incorporates a diverse ar-
ray of methods including those based on distance
and clustering algorithms, parsimony, maximum
likelihood and Bayesian statistics. The phylogeny of
extant organisms is usually inferred using molecular
markers, because they are genetic, less arbitrary (do
not require arbitrary coding), more additive, less
prone to convergence and more universal than tradi-
tional morphological markers. Phylogenies inferred
using molecular data are usually more stable and
have better internal support than those obtained
from morphology. However, the informed user of
phylogenetics methods must be aware of their as-

sumptions and caveats. The chosen sequences must
be orthologous (resulting from a speciation event),
as opposed to paralogous (resulting from a duplica-
tion event); choosing orthologous sequences does
not guarantee that the phylogenetic signal is undis-
turbed. Reversals, multiple hits and parallel substitu-
tions may result in a higher similarity of sequences
than expected from their evolutionary history and
therefore affect the phylogenetic reconstructions.
Moreover, trees inferred from molecular data are
usually gene trees rather than species trees. There
are several processes that may result in discordance
between a gene tree and an organism tree including
interspecific hybridisation, horizontal gene transfer,
incomplete lineage sorting and selection for allele
polymorphism. The most commonly used phyloge-
netic methods include those based on parsimony,
distance and clustering, maximum likelihood and
Bayesian statistics. The last three employ nucleotide
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substitution models. Each method is based on cer-
tain evolutionary assumptions that may not necessar-
ily apply to a given data set. Noteworthy are recent
advances in methods of inferring divergence times

using relaxed molecular clock. In evolutionary biol-
ogy, molecular phylogenies are widely used in com-
parative studies, historical biogeography and for ana-
lysing character state evolution.
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